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-PFA : Paraformaldéhyde 
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Avant-propos 
 
En 1965, dans le but d’identifier des protéines essentielles au bon fonctionnement du système 
nerveux des mammifères, Moore et McGregor ont mis au point une technique de 
fractionnement à partir d’extraits protéiques totaux de cerveau de bœuf. Pour être reconnues 
comme essentielles, les protéines devaient être fortement enrichies dans le cerveau et leurs 
séquences phylogénétiques conservées. Une fraction protéique répondant à ces critères a été 
analysée et purifiée. Cette fraction, d’environ 30 kDa, riche en acides glutamiques et 
aspartiques, est soluble dans une solution saturée en sulfate d’ammonium (à pH 7,2) et a été 
nommée « S100 » (Moore and McGregore, 1965). En 1977 il a pu être montré que cette 
fraction consistait en un mélange d’homodimères et d’hétérodimères S100A1 et S100B (Isobe 
et al., 1977).  
L’étude de la protéine S100B est donc ancienne et précède l’identification du gène 
correspondant et l’apparition des techniques de biologie moléculaire. De nombreuses cibles 
de la S100B ont ainsi été identifiées par des approches biochimiques. L’interaction de la 
S100B avec ses cibles résulte d’un mécanisme commun : la fixation du calcium dans la main 
EF de la protéine S100B induit un changement de conformation qui permet l’exposition de 
résidus hydrophobes et son interaction avec des partenaires.  
L’avènement des techniques de biologie moléculaire et surtout des souris génétiquement 
modifiées, a permis d’aborder les fonctions de la S100B au niveau de la physiologie de 
l’organisme. Les souris transgéniques qui surexpriment ou sont invalidées pour la S100B, 
sont viables et sans phénotypes majeurs. Mais, ce n’est pas parce que la S100B n’est pas 
essentielle à la survie de l’organisme, qu’elle n’est pas pour autant cruciale pour la robustesse 
du système dans des conditions  particulières : stress, vieillissement , environnements 
complexes nécessitant des capacités cognitives accrues. Ainsi ces souris présentent des 
phénotypes subtils : retard de la différenciation des cellules progénitrices oligodendrogliales 
(CPO), sensibilité accrue aux infarctus, vieillissement accéléré du cytosquelette des neurones, 
modifications des capacités cognitives.  
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Cependant, bien que des études portent sur la S100B depuis trente ans, ni les approches 
réductionnistes de type biochimiques, ni les approches globales de type souris génétiquement 
modifiées, n’ont permis la compréhension d’une fonction claire et intégrée de la S100B. Les 
fonctions de la S100B ne sont comprises que de manières fragmentaires et incomplètes. Au 
niveau moléculaire, la S100B apparaît comme un régulateur, un module, senseur à calcium, 
réutilisé plusieurs fois au cours de l’évolution pour réguler de manière dépendante du calcium 
l’activité de ses cibles. Mais il s’est avéré difficile d’intégrer ces fonctions au niveau de la 
physiologie de l’organisme, de nombreux phénotypes observés chez les souris génétiquement 
modifiées restent inexpliqués. 
Dans ce contexte, pour une meilleure compréhension du rôle de la S100B chez les 
mammifères, il est nécessaire d’envisager une nouvelle approche. Des observations de 
phénotypes au niveau cellulaire nous sont apparues comme particulièrement intéressantes 
pour établir un pont entre physiologie de l’organisme, et fonction moléculaire. Deux études 
précédentes apportent ainsi des informations sur la fonction de la S100B au niveau cellulaire. 
D’une part, il a été montré que la S100B stimule le transfert d’un phospholipide, la 
phosphatidylsérine, entre le réticulum endoplasmique (RE) et la mitochondrie (Kuge et al., 
2002). D’autre part, la S100B est nécessaire pour que le calcium soit tamponné de façon 
correcte (Xiong et al., 2000). Par ailleurs il est connu que ces deux mécanismes sont régulés 
par l’interaction entre les deux organelles RE et mitochondries (figure 1). L’hypothèse 
suivante a ainsi été proposée par l’équipe du Docteur Vance : la S100B régulerait la 
distribution subcellulaire des mitochondries, et notamment leurs interactions avec le RE 
(Vance et Steenbergen, 2005). Mais cette hypothèse n’a jamais été validée, ni la capacité de la 
S100B à interagir avec les mitochondries montrée, c’est ce que nous nous proposons de faire 
ici. 
L’objectif de ce travail est double : comprendre comment la S100B pourrait réguler la 
distribution des mitochondries par l’identification et la caractérisation fonctionnelle d’une 
cible mitochondriale, et tenter d’intégrer cette fonction dans la physiologie normale et 
pathologique de l’organisme : la différenciation des oligodendrocytes et le développement des 
oligodendrogliomes.  
Pour identifier une nouvelle cible de la S100B dans les cellules progénitrices 
oligodendrogliales qui expriment fortement la S100B endogène, nous avons choisi d’utiliser 
une nouvelle technique, jamais utilisée auparavant dans ce contexte : le Far Western se 
différencie des techniques plus classiques que sont le double hybride, le pull down, la 
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coimmunoprécipitation. L’avantage d’une telle technique est qu’elle permet d’identifier des 
partenaires directs, contrairement aux techniques précédemment citées qui permettent la 
détection de partenaires indirects au sein de complexes macroprotéiques. Elle permet 
également la détection de partenaires membranaires insolubles. Enfin cette recherche est 
orientée pour détecter une cible d’un compartiment spécifique : la mitochondrie. 
 
Figure 1 : problématique  
Les microdomaines d’interactions physiques entre le RE et les mitochondries sont essentiels pour le transfert 
direct de phosphatidylserine (PS), sans transport vésiculaire, et les transferts quasi synaptiques de calcium. Les 
concentrations de ce dernier peuvent atteindre 15 µM à l’interface entre les deux organelles. La calciprotéine 
S100B stimule le transfert de PS du RE vers les mitochondries (Kuge et al., 2001). L’invalidation de la S100B 
s’accompagne d’une augmentation de l’amplitude et de la durée des « transients calciques » (Xiong et al., 2000) 
qui pourraient résulter d’une incapacité des mitochondries à tamponner les libérations de calcium par le RE. Il a 
ainsi été proposé que la S100B régule les interactions entre le RE et les mitochondries (Vance et Steenbergen, 
2005), qui sont par ailleurs régulées par le calcium (Wang et al., 2000). Mais, ni la capacité de la S100B 
d’interagir avec les mitochondries, ni l’identification de sa cible et de sa fonction moléculaire n’ont été 
montrées.   MAM : membranes associées aux mitochondries. 
 
Nous avons ainsi identifié comme cible de la S100B une protéine sur laquelle il n’existait 
aucune étude spécifique préalable. Cette protéine appartient à la famille AAA, et nous l’avons 
nommée MSBP pour Mitochondria S100B Binding Protein. Après avoir validé la spécificité 
de cette interaction, différentes techniques de biologie cellulaire ont été mises en oeuvre : 
siRNA ou utilisation de mutants, cela afin de montrer l’importance de cette cible dans la 
distribution subcellulaire des mitochondries, et nous avons tenté d’intégrer la fonction de cette 
Ca2+ 
PS 
Noyau                 RE MAM Mitochondrie 
S100B 
?? 
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cible de la S100B dans une fonction déjà connue de la S100B, la régulation de la 
différenciation des CPO. Enfin, les caractéristiques de la nouvelle cible identifiée,  nous ont 
poussé à la replacer dans un contexte pathologique : le développement des 
oligodendrogliomes. 
Afin de replacer les résultats dans leur contexte, est présentée au début de ce travail une 
introduction détaillée sur : la S100B, les mécanismes qui régulent la distribution des 
mitochondries et leurs implications fonctionnelles, la famille AAA de la nouvelle cible de la 
S100B. 
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La famille des S100 
La main EF 
 
 
Figure 2: Les protéines S100 se définissent d’un point de vue structural par la succession de deux 
domaines de fixation du calcium, les mains EF. 
(A) Représentation schématique en ruban des structures tertiaires d’une main EF. La structure tertiaire d’une 
main EF se caractérise par la succession d’une hélice (HI), d’une boucle (L), et d’une deuxième hélice (HII). La 
fixation du calcium (Ca2+) induit un changement drastique de la conformation de la main EF. 
(B) Structures secondaires des S100. Les S100 se caractérisent par la succession de deux mains EF. La main EF 
N-terminale comporte l’hélice I (HI), la boucle de fixation du calcium I (LI), l’hélice II (HII), séparées par un 
H1 HII HIII HIV 
H 
Ca 
Ca 
HI 
HI 
HII 
HII 
L L 
A 
C 
B 
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bras flexible H (Hinge) de la main EF C-terminale qui comporte l’hélice III (HIII), la boucle de fixation du 
calcium II (LII) et l’hélice IV (HIV). 
(C) Représentation schématique des résidus qui coordonnent la fixation du calcium dans les protéines S100. Les 
positions des résidus qui coordonnent le calcium sont représentées en vert. La boucle non conventionnelle 
située en N-terminal présente une affinité pour le calcium plus faible que la boucle canonique en C-terminal. 
 
Le motif de la main EF a initialement été identifié au sein de la structure de la parvalbumine il 
y a 30 ans par Krestinger et Nockolds et décrit de la façon suivante : deux hélices α séparées 
par une boucle de 12 résidus qui permettent la fixation du calcium (Figure 2A). Aujourd’hui, 
jusqu’à 600 membres de la famille à domaine main EF ont été identifiés dans le génome 
humain (Ikura and Ames, 2006). Les analyses structurales montrent que les résidus impliqués 
dans la fixation du calcium forment un arrangement conservé, un arrangement pentagonal 
bipyramidal autour du calcium. En détail, sont impliquées dans la fixation, les chaînes 
latérales aux positions 1, 3, 5, 9 (via l’eau) et 12 ainsi que le groupe carbonyl à la position 7 
(Strynadka and James, 1989) (Figure 2C). Une préférence forte existe pour l’aspartate et le 
glutamate en position 1 et 12 respectivement, et la glycine en position 6. Les mains EF 
fonctionnelles sont retrouvées par paires (Shaw et al., 1990), et cette association est nécessaire 
pour le repliement de la protéine et ses changements de conformation lors de la fixation du 
calcium. Typiquement il y a coopérativité entre les deux sites de fixation du calcium 
(Bhattacharya et al., 2004; Ikura, 1996). De nombreuses protéines à main EF, comme les 
membres de la famille calmoduline ou NCS (Neural Calcium sensor), sont constituées de 4 
mains EF. Ce qui résulte en deux unités structurelles globulaires dans une seule protéine. En 
revanche les membres de la famille S100 ne portent que deux mains EF (figure 2B). Les S100 
sont présentes sous forme de dimères étroitement associés, les 4 mains EF forment ainsi une 
unité, un module structural unique. 
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Figure 3 : Alignement des séquences en acides aminés des protéines S100 humaines  
(A) Rappel de la structure secondaire des protéines S100 (cf Figure 1). 
(B) Alignement des séquences S100 humaines. Les résidus qui coordonnent le calcium sont en rouge foncé 
(coordination par les chaînes latérales des acides aminés) et en rouge clair (coordination par les oxygènes de la 
chaîne principale). Les résidus qui coordonnent le zinc dans la S100A7 et le cuivre dans la S100A12 sont en 
magenta. Les résidus hydrophobes impliqués dans la dimérisation sont en vert. Les résidus qui pourraient fixer 
le zinc dans les autres S100 sont en jaune (cystéines) et en bleu (histidines). Les régions les plus variables sont 
le bras flexible (H) et les extensions C-terminales, impliqués dans la fixation de la protéine cible (d’après 
Marenholz et al., 2004).  
A 
 B 
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La fonction des mains EF dans la signalisation calcique a d’abord été établie pour la 
calmoduline, impliquée dans la fixation du calcium (Teo and Wang, 1973) et l’activation de 
phosphodiestérase des nucléotides 3’, 5’ cycliques (Cheung, 1970). Ensuite l’analyse 
structurale a permis de montrer le réarrangement calcium dépendant des hélices (Ikura et al., 
1992) qui permet l’exposition d’une surface hydrophobique impliquée dans l’interaction de la 
calmoduline (CaM) avec ses cibles. Un mécanisme similaire a été décrit pour la troponine C, 
et les S100, d’autres membres de la famille à main EF (Gagne et al., 1995; Strynadka et al., 
1997). 
Historique des S100 
Afin de découvrir des protéines essentielles au fonctionnement du système nerveux central 
(SNC), Moore et McGregor ont mis au point, en 1965, une technique de fractionnement à 
partir d’extraits totaux de cerveaux de bœuf. Ils ont ainsi pu isoler une fraction sub-cellulaire, 
soluble dans une solution de 100% de sulfate d’ammonium à pH neutre, qu’ils ont 
logiquement nommée ‘’S100’’ (Moore, 1965; Moore and McGregor, 1965). Les protéines 
contenues dans cette fraction résultent de l’assemblage de deux sous unités protéiques, 
nommées α/A1 et β/B, s’assemblant en homo et hétérodimère (Isobe et al., 1977). Le 
séquençage de ces sous-unités a révélé une très grande homologie de séquences primaires 
ainsi que la présence, à l’intérieur de chacune d’entre elles, de deux sites de liaison au calcium 
de type main EF (Isobe and Okuyama, 1978) (figure 2). Sur des critères d’homologies de 
séquences et de structures, près de 25 protéines S100 ont pu être identifiées, constituant une 
nouvelle famille au sein des calciprotéines à motif EF-hand. Les S100 sont de petites 
protéines acides (10-12  kDa) qui se composent de deux motifs à mains EF flanqués par des 
régions hydrophobes conservées et séparés par une région linker (Schafer and Heizmann, 
1996) (figure 3).  
Phylogénie des S100 
Bien que la troponine C et la CaM, d’autres membres de la super famille à main EF, aient des 
homologues, chez les invertébrés et les protozoaires respectivement, les protéines S100 ne 
sont présentes que chez les vertébrés (Donato, 2001; Schafer and Heizmann, 1996). L’analyse 
des génomes eucaryotes non vertébrés, comme les nématodes, les insectes, les protozoaires 
n’ont pas permis pour l’instant d’identifier de séquences identiques aux S100. La famille des  
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Figure 4 : Phylogénie dans la famille S100, une famille récente à diversification rapide.  
(A)Arbre phylogénique des protéines S100 mammifères. L’arbre se divise en quatre branches majeures. La 
longueur des branches ne correspond pas aux divergences évolutives relatives. Représentée uniquement chez les 
vertébrés, la famille des S100 est apparue de façon tardive au cours de l’évolution, elle s’est néanmoins 
rapidement diversifiée (d’après  Marenholz et al., 2004). 
(B) Alignement des acides aminés des protéines S100B de mammifères. 
 
S100 forme donc un groupe phylogénique récent qui s’est rapidement diversifié : ses 25 
membres constituent la plus grande sous famille des protéines à mains EF (Figure 3 et 4).  
Mais, cette évolution rapide ne se réduit pas à des duplications géniques, les séquences 
divergent rapidement. Les protéines S100 présentent 25 à 65 % d’identité pour les acides 
A 
 
B 
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aminés. Les régions les plus variables sont la séquence linker et les extensions C-terminales, 
impliquées dans la fixation de la protéine cible (figure 3B). 
Un arbre phylogénique construit sur la base d’un alignement multiple des protéines humaines 
de souris et de rat révèle quatre sous groupes majeurs (Figure 4A). Le premier sous groupe 
comprend la S100B, la S100A1, la S100P et la S100Z, et à part la S100A10 et la S100A11. 
Le deuxième est constitué de la S100A2, la S100A3, S100A4, S100A5 et la S100A6, le 
troisième la S100A8, S100A9 et la S100A12, et le quatrième plus dispersé comprend la 
S100A13, S100A14 et S100A16. 
L’apparition tardive des S100 au cours de l’évolution pourrait expliquer que ces protéines ne 
soient pas impliquées dans des processus vitaux. Si l’expression des S100 est modifiée dans 
de nombreuses pathologies comme la maladie d’Alzheimer, le cancer, l’arthrite rhumatoïde 
(Odink et al., 1987), que ce soit au niveau de l’organisme ou de la cellule, l’invalidation ou la 
surexpression de ces protéines n’affecte pas la survie et ne présente pas de phénotype majeur 
(figure 7). 
Nomenclature, localisation chromosomique et organisation des gènes 
 
Figure 5 : Organisation des gènes S100A sur le chromosome 1 humain. 
La majorité des gènes S100 sont regroupés au locus 1q21 (d’après Schafer et al., 1996). 
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Les gènes S100 localisés en cluster au locus 1q21 sont désignés par les chiffres arabes 
consécutifs placés derrière le symbole S100A contrairement aux gènes S100 localisés dans 
d’autres régions chromosomiques qui portent une lettre unique derrière le symbole S100 
(Figure 5). La seule exception est CALB3, qui a initialement été identifié comme un membre 
de la famille des calbindines. Les pseudogènes portent le sufixe P derriere le symbole S100. 
Dans cette famille, 21 membres, S100A1-S100A18, trichohylin, filaggrin et repetitin, sont 
disposés en cluster sur le chromosome 1 au locus 1q21 (Figure 5), tandis que les autres 
membres, S100P, S100Z, S100B, S100G, sont positionnés aux loci 4p16, 5q14, 21q22, Xp22 
respectivement.  
 
Figure 6 : Structure des gènes S100. 
 Les blocs représentent les différents exons (blocs orange : les exons traduits, blocs bleus : les exons non 
traduits), les traits noirs qui les relient les introns. 
Les gènes représentés sont les gènes humains, sauf ceux annotés (m), pour les gènes murins. 
 
L’organisation générale des gènes codant pour les différentes isoformes S100 est 
extrêmement conservée ; ces gènes étant composés de 3 exons et de deux introns (Kiewitz et 
al., 2000) (Figure 6). L’exon I code pour des séquences 5’ non traduites, alors que l’exon II 
A1, A2, A3, A4 (m), A6, A7, A8, A9, A10, A12, A13, S100B 
A11 
A5, A14 
A4 
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contient à la fois une séquence 5’ non traduite et l’extrémité N-terminale du premier motif 
 EF-hand . Le second motif EF-hand ainsi que la partie C-terminale traduite et non traduite se 
situent tous deux dans l’exon III (Figure 6). Seules, la S100A11, la S100A5, la S100A14, et  
S100A4 humaine font exception à cette organisation génique. Enfin un autre élément 
caractéristique des gènes S100 est la présence de l’élément SPE (S100 Protéin Element) situé 
dans la région promotrice de tous les gènes et dont la fonction reste encore inconnue (Stuve 
and Myers, 1990; Zimmer et al., 1996). Malgré ces nombreuses similitudes, le patron 
d’expression tissulaire et cellulaire de chaque S100 est tout de même très spécifique. Les 
éléments et séquences promotrices responsables de cette spécificité restent encore largement 
méconnus. 
Caractéristiques originales des S100 
Trois caractéristiques distinguent les protéines S100 des autres membres de la famille des 
protéines à main EF.  
Tout d’abord, dans chaque monomère les deux mains EF diffèrent par leur séquence et leur 
mode de coordination du calcium (figure 2C). La main EF C-terminale, composée de 12 
résidus, fixe le calcium d’une manière similaire à la CaM et la troponine C. C’est le site de 
haute affinité avec un Kd compris entre 10 et 50 µM. La main EF N-terminale, composée de 
14 résidus, pseudocanonique, fixe le calcium par la chaîne principale, excepté pour la chaine 
latérale du glutamate en dernière position, c’est le site de basse affinité avec un Kd compris 
entre 200 et 500 µM. La main N-terminale semblerait donc incapable de fixer les ions calcium 
à des concentrations physiologiques.  
La seconde caractéristique unique des S100 est la formation de dimères (figure 8). Des 
expériences in vivo et in vitro confirment que la plupart des S100 (S100A4, A6, A7, A8, A10, 
A11, A12 et S100B) existent sous forme d’homodimères. Cependant, elles peuvent aussi 
former des hétérodimères, comme c’est le cas pour S100A1 et S100B, S100A1 et S100A4, 
S100A6 et S100B, S100A11 et S100B ainsi que S100A8 et S100A9 (Deloulme et al., 2000; 
Hunter and Chazin, 1998; Isobe et al., 1981; Tarabykina et al., 2000; Wang et al., 2000a; 
Yang et al., 1999). Cette caractéristique permet des échanges dynamiques, et des 
combinaisons de dimères variées suivant les monomères présents dans le compartiment 
cellulaire.  
Enfin les S100 ne sont pas ubiquitaires, mais sont exprimées de manière spécifique dans les 
tissus et cellules. Plus récemment, il a été montré que certaines S100 peuvent aussi avoir une 
fonction extracellulaire. Cependant, si une action extracellulaire a bien été décrite pour les 
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isoformes A1, A2, A4, A7, A8, A9, A10, A12 et B, seule la sécrétion des protéines S100A8, 
A9 et B a pu être mise en évidence. Ces effets extracellulaires varient suivant les isoformes et 
les concentrations utilisées. 
S100A1 KO Contractions cardiaques faiblement modifiées Du, Cole, 2002 
S100A1 KO Contractions cardiaques faiblement modifiées Marenholz, 2004 
S100A1 KO Contractions cardiaques faiblement modifiées Most, 2003 
S100A4 KO Augmentation des tumeurs spontanées Naaman, 2004 
S100A4 TS Augmentation des métastases dans un modèle de 
tumeur chez la souris 
Ambartsumian, 1996 
S100A4 TS Augmentation des métastases dans un modèle de 
tumeur chez la souris 
Davies, 1996 
S100A8 KO Létal aux stades embryonnaires Passey, 1999 
S100A9 KO Absence de phénotype évident Hobbs, 2003 
S100A9 KO Absence de phénotype évident Manitz, 2003 
S100A11 KO Absence de phénotype évident Mannan, 2003 
S100B KO LTP et Mémorisation accrue Nishiyama, 2002 
S100B KO Altération homéostasie calcique 
Epilepsies plus fréquentes 
Hypertrophie cardiaque accrue 
Retard de différenciation des CPO 
Xiong et al., 2000 
Dyck, 2002 
Tsoporis, 2005 
Deloulme 
S100B TS Astrocytose et prolifération  des neurites Reeves, 1994 
S100B TS Inhibition de l’hypertrophie cardiaque 
Mémorisation et apprentissage perturbé 
Activité explorative perturbée 
Vieillissement accéléré du cytosquelette dans les 
neurones 
Tsoporis, 1998 
Winocur, 2001 
Bell, 2003 
Shapiro and Whitaker-Azmitia, 
2004 
Figure 7 : Modèles génétiques S100 chez la souris.  
Il est important d’observer qu’à l’exception de la souris S100A8 KO, les autres modèles de souris pour lesquels 
l’expression d’une S100 est perturbée ne présentent pas de phénotypes majeurs. KO : invalidation du gène. TS : 
souris transgénique. Chaque case correspond à un modèle de souris génétiquement modifiée. 
 
 Le nombre élevé des S100, les différentes combinaisons de dimères, les Kd pour le calcium 
spécifiques à chaque S100, leurs interactions dépendantes du calcium avec des cibles, leurs 
expressions tissus spécifiques, offrent des outils variés et flexibles pour réguler différents 
processus biologiques dépendants du calcium. Ainsi les S100 sont impliquées dans des 
fonctions très diverses: régulation du cycle cellulaire, différenciation cellulaire, migration 
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cellulaire... Malgré ces fonctions très diverses, un mécanisme d’action commun se dessine : 
Les S100 interagissent de manière dépendante du calcium avec une cible et ainsi régulent leur 
activité enzymatique, leur phosphorylation, ou séquestrent les monomères empêchant ainsi la 
formation d’oligomères. (Figure 5). Toutefois ces études ont été principalement réalisées in 
vitro, et malheureusement leur fonction in vivo est encore largement méconnue.  
Structure des protéines S100 : des senseurs à calcium 
Au cours des dix dernières années la structure tri-dimensionnelle des protéines S100 a été 
déterminée sans fixation du calcium (apo) (Arnesano et al., 2005; Dempsey et al., 2003; 
Drohat et al., 1999; Kilby et al., 1996; Lee et al., 2004a; Maler et al., 1999; Mittl et al., 2002; 
Otterbein et al., 2002; Potts et al., 1995; Rety et al., 1999; Rustandi et al., 2002; Vallely et al., 
2002), avec fixation du calcium (Arnesano et al., 2005; Brodersen et al., 1998; Brodersen et 
al., 1999; Drohat et al., 1998; Ishikawa et al., 2000; Maler et al., 2002; Moroz et al., 2001; 
Otterbein et al., 2002; Sastry et al., 1998; Smith and Shaw, 1998; Zhang et al., 2003), et avec 
fixation de la cible (Bhattacharya et al., 2003; Inman et al., 2002; Itou et al., 2002; Koch M., 
2006; McClintock and Shaw, 2003; Rety et al., 2000; Rety et al., 1999; Rustandi et al., 2000) 
(figure 8). Ces structures ont révélé que le changement de conformation induit par le calcium 
résulte dans l’exposition d’une surface hydrophobe, comme pour la CaM et la Troponine C, 
ce qui permet aux S100 d’interagir avec leurs cibles. Dans toutes les structures de S100 
déterminées jusqu’à présent, à l’exception de la S100G, les S100 existent comme un dimère 
symétrique, avec chaque monomère comportant deux motifs à main EF. La main EF N-
terminale comporte l’hélice I (HI), la boucle I (site de fixation du calcium (LI)), l’hélice II 
(HII), séparées par un bras flexible (H) de la main C-terminale qui comporte l’hélice III 
(HIII), la boucle II (site de fixation du calcium (LII)), et l’hélice IV (HIV). L’interface du 
dimère se compose des hélices I et VI de chaque monomère. Ce dimère est maintenu que 
l’enzyme soit sous la forme Hapo ou Holo. 
Si les S100 partagent une même structure, elles pourraient également  partager certaines 
fonctions, ainsi différents membres de la famille peuvent interagir et réguler la même protéine 
cible. Par exemple S100B, S100A1, S100A12 et S100P fixent le récepteur RAGE 
(Arumugam et al., 2004; Hofmann et al., 1999; Huttunen et al., 2000); la S100A1, S100A6 et 
S100B fixent l’annexine A6 (Arcuri et al., 2002; Garbuglia et al., 1998; Zeng et al., 1993); la 
S100A1, S100A2, S100A4 et S100B interagissent avec le suppresseur de tumeur 
p53 (Fernandez-Fernandez et al., 2005; Grigorian et al., 2001; Mueller et al., 2005; Rustandi 
et al., 2000); la S100B, S100A6, S100A12 et la S100A1forment des complexes avec la 
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protéine d’ubiquitination CacyBP/SIP (Calcyclin-binding protein/Siah-1- interacting protein) 
(Filipek et al., 2002; Polyakov et al., 1998). 
Enfin, bien que les protéines S100 soient classifiées comme des protéines avec des sites de 
fixation du calcium (les mains EF), des structures à résolution fine, des mesures de fixation du 
calcium, et des comparaisons de séquences montrent que quelques protéines contiennent des 
mains EF non fonctionnelles, qui ne fixent pas le calcium (Marenholz et al., 2004). 
La calci-protéine S100B 
La S100B introduction 
La protéine S100A1 et la protéine S100B sont les deux S100 les plus étudiées, probablement 
en raison de l’ancienneté de leur découverte. Cependant, des deux protéines, la S100B suscite 
beaucoup plus d’intérêt du fait de la localisation de son gène sur le chromosome humain 21. 
Chez les malades atteints de trisomie 21, la surexpression de S100B dans les astrocytes et la 
microglie semble être corrélée à la formation des plaques amyloïdes dans le cerveau (Stanley 
et al., 1994). Par ailleurs, une sur-expression de S100B est aussi observée dans le cerveau de 
malades atteints de la maladie d’Alzheimer, du syndrome de Down ou du SIDA (Griffin et al., 
1989; Griffin et al., 1995; Marshak and Pena, 1992; Marshak et al., 1992; Mrak et al., 1996; 
Sheng et al., 1996). Ces observations suggèrent que la S100B pourrait participer au 
développement neuropathologique de ces maladies.  
Gène et régulation séquence  
Les gènes de la S100A1 et S100B sont très conservés d’une espèce à l’autre chez les vertébrés 
avec, par exemple, 85% d’identité entre les formes exprimées chez le rat et l’homme (Allore 
et al., 1990; Jiang et al., 1993; Maeda et al., 1991) (Figure 4B). Les gènes codant pour les 
protéines S100B et S100A1 présentent des caractéristiques communes avec les autres 
membres de la famille des S100. Des éléments importants situés sur les séquences 
promotrices des gènes codant pour les protéines S100A1 et la S100B et reconnus par les 
facteurs de transcriptions CREB et AP2, pourraient expliquer certains effets in vitro observés 
lors de traitements capables de stimuler l’élévation d’AMPc (Roesler et al., 1988). Un 
analogue de l’AMPc, le dibutryl AMPc qui stimule la maturation des cellules gliales C6 et des 
astrocytes en culture, augmente aussi la quantité des messagers codant pour les protéines 
S100A1 et S100B (Kahn et al., 1991; Labourdette and Mandel, 1980). Par ailleurs, les 
glucocorticoides, comme la dexamethasone et la protéine β-amyloïde, stimulent la synthèse 
de l’ARNm codant pour la protéine S100B, alors qu’elle est réprimée sous influence de l’IL1b 
(interleukine 1b ) et du bFGF (basic Fibroblast Growth Factor)(Mrak and Griffinbc, 2001).  
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In vitro, il a aussi été démontré que l’expression de la protéine S100A1 était augmentée en 
réponse à la différenciation des cellules neuronales ou musculaires, par le facteur de 
croissance neuronal NGF (Nerve Growth Factor) (Zimmer and Landar, 1995). 
Localisation cellulaire et tissulaire des protéines S100A1 et S100B 
Les études sur la localisation tissulaire mais surtout cellulaire des protéines S100A1 et S100B 
sont nombreuses et pour certaines controversées voire contradictoires. Ces controverses et 
contradictions sont essentiellement dues au fait que les premiers anticorps générés contre la 
fraction ‘’S100’’ du cerveau reconnaissent aussi bien la S100B que la S100A1, mais aussi 
pour certains anticorps d’autres membres de la famille des S100 (Schafer and Heizmann, 
1996). Depuis, d’autres membres de la famille des S100 ont été caractérisés dans le cerveau 
comme la S100A2, S100A4 et S100A6 (Donato, 2001). 
Le système nerveux central est formé par l’encéphale (cerveau, tronc cérébral et cervelet) et la 
moelle épinière. Il est constitué de neurones, de cellules gliales et de capillaires sanguins. Il 
existe quatre variétés de cellules gliales : les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules 
épendymaires ainsi que les cellules microgliales. La majorité des études concernant 
l’expression des protéines S100 dans le SNC a été réalisée au niveau du cerveau (Yoshikawa 
et al., 2000). Chez l’homme, le marquage ‘’S100’’ apparaît précocement, après 10 semaines 
de gestation, et son intensité augmente tout au long de la vie (Zuckerman et al., 1970). Ce 
phénomène est également observé chez les rongeurs (Landry et al., 1989). 
Au cours du développement, une progression postéro-antérieure du signal A1/B (ou ‘’S100’’) 
est détectée dans les cellules gliales du cerveau (Sarnat, 1992; Yang et al., 1995a; Yang et al., 
1995b). Les cellules S100 positives sont souvent cataloguées comme cellules astrogliales 
uniquement sur la base de leur morphologie (Landry et al., 1989; Yang et al., 1995a; Yang et 
al., 1995b). La ligne médiane du raphé, structure gliale radiaire présente transitoirement du 
15ème jour embryonnaire (E15) au 8ème jour post-natal (PN8) chez les rongeurs (Gomez et al., 
1990; Van Hartesveldt et al., 1986) ainsi que d’autres glies radiaires, comme celles 
responsables de la migration des neurones de Purkinje du cervelet de E13 à PN2, chez le 
hamster, possèdent également un immunomarquage ‘’S100’ (Sievers et al., 1994). 
Au stade adulte, un signal ‘’S100’’ a été détecté, in vivo et in vitro, dans différentes cellules 
comprenant principalement les astrocytes et dans une moindre mesure, les épendymocytes et 
certaines sous-populations de neurones et d’oligodendrocytes myélinisants (Rickmann and 
Wolff, 1995a; Rickmann and Wolff, 1995b; Yang et al., 1995a; Yang et al., 1995b).  
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Dans le cerveau adulte, la S100B constitue 0,5% des protéines cytoplasmiques dans les 
astrocytes, il s’agit donc d’une protéine très abondante, et elle s’accumule notamment dans les 
pieds astrocytaires (Kligman and Hilt, 1988; Rickmann and Wolff, 1995b). D’autre part, aussi 
bien au cours du développement du SNC que chez l’adulte, la S100B s’accumule de façon 
transitoire dans les cellules progénitrices oligodendrogliales (CPO), lors de la transition entre 
un état multipotent, où les cellules se divisent rapidement, et un état de cellules 
morphologiquement différenciées.  
Il est important de souligner qu’un signal ‘’S100’’ a également été observé dans des cellules 
gliales spécialisées chez l’adulte, mais ayant conservé certaines caractéristiques d’immaturité. 
Ces cellules correspondent à la glie de Bergmann au niveau du cervelet (Landry et al., 1989) 
aux cellules de Müller de la rétine (Das et al., 1984; Rambotti et al., 1999) ainsi qu’aux 
tanycytes du 3ème ventricule (Chouaf et al., 1991; Perez-Martin et al., 2000; Shariful Islam et 
al., 1998). 
Néanmoins, la présence d’un fort signal ‘’S100’’ dans les astrocytes fibreux et 
protoplasmiques (Cocchia and Michetti, 1981) associé au fait que la protéine S100B est la 
protéine S100 majoritaire du SNC, est à l’origine de l’idée très répandue 1) que la protéine 
S100B est un marqueur spécifique des astrocytes dans différentes espèces et 2) que le signal 
‘’S100’’ se superpose parfaitement au signal S100B (Melzer et al., 1997; Savchenko et al., 
2000; Zhang and McKanna, 1997). Cependant il n’existe pas un recouvrement parfait des 
deux marquages, et la S100B n’est pas un marqueur spécifique des astrocytes dans le système 
nerveux comme cela est souvent affirmé dans de nombreuses publications. 
Si la S100B est très fortement exprimée dans le cerveau et les testicules, elle est aussi 
exprimée à de moindres niveaux dans le tissu adipeux brun et blanc, la vessie, le colon, 
l’intestin grêle, le pancréas et la peau ; la rate, l’utérus ou le poumon n’exprimant quasiment 
pas la protéine (Zimmer et al., 1996). Les tissus contenant du cartilage, comme la trachée et 
les os, sont susceptibles de contenir de la S100B (Landry et al., 1990). L’expression de la 
protéine dans un tissu est souvent limitée à quelques types cellulaires, ainsi dans la glande 
salivaire, seules les cellules myoepithéliales entourant les acini et les cellules des conduits 
intercalés sont positives à la S100 (Hara et al., 1983). 
La protéine S100A1, au même titre que la S100B, n’est pas spécifique d’un tissu ou d’un type 
cellulaire particulier. Des études par Northern Blot ont ainsi démontré la présence d’ARN 
messager codant pour la S100A1 dans divers tissus tels que le cœur et la glande 
submaxillaire, où le signal est fort, ainsi que le muscle squelettique adulte, les reins, la rate, la 
glande thyroïdienne et le cerveau, où le signal est plus faible (Kiewitz et al., 2000). 
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Localisation subcellulaire 
Les protéines S100A1 et S100B ne se distribuent pas uniformément dans la cellule, elles sont 
majoritairement cytoplasmiques et dans certains cas peuvent s’accumuler dans le noyau 
comme dans les astrocytes ou les cellules progénitrices oligodendrogliales (Deloulme et al., 
2004). Dans certaines études, elles ont aussi été décrites comme étant associées à des 
filaments intermédiaires en microscopie électronique (Davey et al., 2001; Hara et al., 1983). 
Ainsi, leur localisation subcellulaire varie selon le type cellulaire considéré, au niveau des 
astrocytes par exemple, qui forment des pieds astrocytaires enveloppant les vaisseaux, les 
deux protéines présentent un marquage nucléocytoplasmique classique mais présentent aussi 
une nette accumulation dans les pieds astrocytaires. La S100B peut aussi être associée aux 
membranes nucléaire, mitochondriale, plasmique, et golgienne (Davey et al., 2001; Hara et 
al., 1983). Enfin, comme décrit ultérieurement dans cette introduction, la S100B peut être 
sécrétée. 
Comme nous le verrons par la suite, à ses localisations tissulaires et subcellulaires variées, 
correspond une capacité de la S100B à interagir avec des cibles différentes. 
Structure tertiaire de la S100B  
Les protéines S100A1 et S100B se retrouvent principalement sous la forme d’un dimère 
parfaitement symétrique (figure 8, figure 9 et figure 11). La présence de calcium a un effet 
négligeable sur la dimérisation de la S100B, l’équilibre monomère/dimère pour la S100B 
présente un Kd inférieur à 500 pM (Drohat et al., 1997). La S100B dimérise donc avec une 
très forte affinité qui est nettement supérieure à celle des homodimères S100A4 ou S100P 
(Kd≈1-2 µM). Les concentrations intracellulaires de S100B sont élevées, elle a été estimée à 
10 µM dans les cellules gliales (Fano et al., 1995), à cette concentration la S100B est donc 
exclusivement présente sous forme d’homodimère. Cependant la S100B pourrait former des 
héterodimères avec la S100A6 comme décrit dans les mélanomes (Deloulme et al., 2000; 
Yang et al., 1999), la S100A11, et surtout avec la S100A1 (Deloulme et al., 2000). 
A la surface de la structure globulaire du dimère de S100B est exposé un nombre équilibré et 
très important de charges positives et négatives (Ikura and Ames, 2006), contrairement à la 
S100A10 et la S100A12, par exemple, qui comportent beaucoup moins de résidus chargés à 
leur surface.  
De nombreuses structures tri dimensionnelles de la S100B ont été obtenues sous différentes 
formes : sans calcium (Apo) (Drohat et al., 1999; Kilby et al., 1996), avec calcium (Holo) 
(Drohat et al., 1998; Matsumura et al., 1998; Smith and Shaw, 1998), avec calcium et un  
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Figure 8 : Structures tertiaires  des dimères de la 
S100B : un senseur à calcium qui interagit de façon 
calcium dépendante avec ses cibles. 
(A et B) Les monomères de S100B sont représentés en 
jaune et bleu. Les hélices sont indiquées en chiffres 
romains (I-IV et I’-IV’). La liaison du calcium sur 
chaque monomère induit une réorientation de l’hélice 
III et de la région charnière (Hinge, H) ce qui expose 
un certain nombre de résidus (magenta) des hélices III 
et IV, de la région hinge et de l’extension C-terminale 
au solvant. Les ions calcium sont représentés sous 
forme de points rouges à l’intérieur des boucles de 
liaison au calcium (L1 L2 et L1‘ L2’) (d’après Drohat 
et al., 1998). 
(C) Orientation des cibles S100 dans le site 
d’interaction (d’après (Santamaria-Kisiel et al., 
2006)). Dans la représentation en ruban de la S100 
dans sa conformation calcium fixé, un monomère est 
en gris foncé (hélices 1, II, III, et IV) et le second en 
gris clair (hélices I’ et IV’). Les représentations de 
différents peptides cibles, Annexine A2, p53, 
TRTK12 et NDR, qui interagissent avec la S100, sont 
superposés.  L’annexine A2 est en bleu, la kinase 
NDR est en cyan, p53 en vert, TRTK12 en jaune et en 
violet. Il est important d’observer que bien que les 
différentes cibles de la S100B se fixent dans le même 
domaine, l’orientation des peptides et les résidus clefs 
impliqués dans l’interaction varient. 
 
peptide cible (Bhattacharya et al., 2003; Inman et al., 2002; Koch M., 2006; McClintock and 
Shaw, 2003; Rustandi et al., 2000). La liaison du calcium induit des changements de 
conformation se traduisant par la réorientation (≈90°) de l’hélice III (Donato, 2001; Heizmann 
and Cox, 1998). La S100A1 et la S100B peuvent lier 4 ions calcium par dimère avec des 
Cible 
A 
B 
C 
Ca2
Ca2
Ca2
Ca2
Ca2
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affinités différentes (Baudier and Gerard, 1986; Baudier et al., 1986) (figure 3). En effet, le 
site EF-hand N-terminal est de faible affinité (Kd=200-500 µM), tandis que le site EF-hand 
C-terminal est de plus haute affinité (Kd=10-20 µM) (Baudier and Cole, 1989).  
Les cystéines de la S100B peuvent être S-nitrosylées par des donneurs d’oxyde nitrique 
endogènes comme le S-nitrosoglutathion, ce qui induit un changement de conformation de la 
protéine (Zhukova et al., 2004). De telles modifications post-traductionnelles modifient 
l’affinité de la S100B pour le calcium (Bjor et al., 2006). Par ailleurs, la présence d’un peptide 
cible de la S100B peut augmenter d’un facteur 3 son affinité pour le calcium (Markowitz et 
al., 2005; Rustandi et al., 1998). Cependant ces affinités sont extrêmement faibles comparées 
aux motifs  EF-hand de la calmoduline (Kd = 0.1 µM et 1 µM). Ceci suggère soit que des 
cofacteurs sont nécessaires à l’activité de senseurs du calcium intracellulaire à des 
concentrations cytosoliques, soit que l’interaction de la S100B avec ses cibles a lieu dans des 
micro-domaines à fortes concentrations calciques. Citons par exemple les clusters de canaux 
calciques à la membrane plasmique, ou l’interface réticulum/mitochondries où les 
concentrations calciques peuvent être  de l’ordre de 15 µM (Csordas et al., 1999; Rizzuto and 
Pozzan, 2006) voir de 100 µM à proximité des  récepteurs IP3R (Neher, 1998). 
La région de fixation des peptides cibles est identique et formée par le linker, les hélices III et 
IV, et correspond au domaine le plus variable dans la famille des S100, en revanche 
l’orientation des peptides dans le site de fixation est variable comme cela a été montré pour 
les peptides p53 (Rustandi et al., 2000), CapZ (Inman et al., 2002), et NDR kinases 
(Bhattacharya et al., 2003) (Figure 8C). Les peptides p53 et NDR ont une conformation en 
hélice α, mais du fait de leur orientation les positions divergent de plus de 0,8nm au voisinage 
de l’hélice IV. La différence est encore plus marquée avec le peptide TRK12 qui est orienté à 
90° par rapport aux peptides p53 et NDR (Santamaria-Kisiel et al., 2006). Les acides aminés 
critiques impliqués dans cette interaction doivent donc varier. Il n’est donc pas surprenant que 
les différentes séquences consensus proposées pour les cibles de la S100B, 
« (K/R)(L/I)XWXXIL » (X=variable ) (Ivanenkov et al., 1996; Ivanenkov et al., 1995), même 
les moins contraignantes, « +OXO∗XOO » (+=basique, O=hydrophobe, ∗=hydrophile, 
X=variable) (McClintock and Shaw, 2000), ne se retrouvent pas dans toutes les cibles de la 
S100B connues. Cependant un peptide proche de ces consensus, TRTK-12, a été synthétisé et 
cristallisé avec la S100B (Barber et al., 1999). Il est capable de compéter l’interaction de 
CapZα, GFAP, desmine, tubuline et p53 (Bianchi et al., 1996; Garbuglia et al., 1999a; 
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Garbuglia et al., 1999b), cependant il est incapable de compéter l’interaction S100B Annexin 
VI (Garbuglia et al., 1998). 
La fonction de la S100B semble donc dépendre complètement de sa structure (Figure 8 et 
figure 9) : la S100B est un senseur à calcium qui interagit de façon dépendante du calcium 
avec des protéines cibles. Si ce mécanisme semble universel, en revanche la S100B interagit 
avec de nombreuses cibles et, comme nous le verrons, régule des activités très diverses. 
Liaisons au Zn2+, Cu2+, Mg2+, Al3+ 
La protéine S100B est sujette à l’influence du zinc qui modifie son affinité vis à vis du 
calcium. Elle dispose de 3 à 4 sites de liaison au zinc par monomère (Figure 3A), distincts des 
sites de fixation du calcium, et le zinc permet d’augmenter l’affinité de la S100B pour le 
calcium (Baudier and Gerard, 1986; Baudier et al., 1986). La fixation de zinc sur les deux 
premiers sites entraîne un changement de conformation de la S100B qui se traduit par un effet 
coopératif sur la fixation du calcium (Baudier and Gerard, 1986; Baudier et al., 1986), ces 
sites de fixations ont été confirmés par mutagénèse dirigée (Wilder et al., 2003). Mais en 
absence de calcium, la fixation du zinc peut induire un changement de conformation suffisant 
pour permettre l’interaction de la S100B avec une cible comme Tau (Yu and Fraser, 2001). 
Cependant en raison des faibles concentrations intra-cellulaires du zinc, sa fixation in vivo sur 
la S100B est improbable (Fritz et al., 2002). 
Le magnésium (Mg2+) a, quant à lui, un effet opposé et ne favorise pas la liaison du calcium 
sur la S100B (Baudier and Gerard, 1986; Baudier et al., 1986). 
La protéine S100A1 peut elle aussi fixer les ions zinc, avec une plus grande affinité que la 
protéine S100B. Cependant, des tests de fixation du calcium sur la protéine S100A1 ayant 
déjà fixé du zinc, démontrent que les sites de fixation aux différents ions sont distincts et 
n’agissent pas de manière coopérative (Baudier and Gerard, 1986; Baudier et al., 1986). 
Parmi les métaux, la S100B est aussi capable de lier le cuivre, inhibant l’oxydation de L-
ascorbate catalysée par le Cu2+ (Nishikawa et al., 1997). Le dimère peut en effet lier 4 ions 
Cu2+ qui sont déplacés par 1µM de zinc suggérant qu’il s’agit des mêmes sites de liaison.  
En recherchant des méthodes d’évaluation d’intoxication aux métaux lourds, Levy et ses 
collaborateurs ont démontré que la S100B peut lier l’aluminium, tout comme la calmoduline 
(Siegel et al., 1982). Des anticorps monoclonaux dirigés contre l’épitope BSA-aluminium 
reconnaissent aussi la S100B couplée à l’aluminium ; cette réaction est inhibée par le citrate, 
un chélateur de l’Al3+ (Levy et al., 1998).  
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Figure 9 : De la structure à la fonction. 
(A) Structure tertiaire d’un dimère de S100B interagissant de façon calcium dépendante  avec deux peptides de 
la protéine NDR (d’après Marenholz et al., 2004). 
(B)Représentation schématique de l’interaction d’un dimère S100B avec deux protéines cibles. L’interaction de 
la S100B peut masquer un site de phosphorylation, ou moduler l’activité d’une cible. La capacité du dimère 
S100B à interagir avec deux cibles séparées peut expliquer sa capacité à inhiber l’oligomérisation de protéines 
cibles.  
 
S100B : de nombreuses protéines cibles, mais des mécanismes 
moléculaires de régulation communs  
Une compilation de la bibliographie permet d’identifier jusqu’à 27 cibles différentes, dont 
l’interaction avec la S100B est dépendante du calcium (Figure 10). Comme nous l’avons vu 
ci-dessus, le mécanisme d’interaction est similaire pour toutes ces cibles : la fixation du 
calcium par la S100B induit un changement drastique de sa conformation, et l’exposition de 
résidus hydrophobes permet son interaction avec des protéines cibles (Figure 8). Ces 
différentes cibles peuvent être classées et regroupées de différentes manières : suivant leurs 
fonctions cellulaires, ou suivant le mécanisme moléculaire par lequel elles sont régulées par la 
S100B. 
Cible 
2 
Cible 
1 N 
N 
C 
C 
A 
B 
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Cibles de la 
S100B 
Kd 
(nM) 
Effet de la S100B sur la 
cible 
Kinase 
inhibée 
Références bibliographiques 
AHNAK 50     (Gentil et al., 2001)  
Aldolase C  Stimulation de l’activité    (Zimmer and Van Eldik, 1986) 
Annexin A6 1000 Régulation des flux de calcium 
et de l’assemblage des IF 
   (Arcuri et al., 2002; Garbuglia et al., 1998; 
Garbuglia et al., 2000) 
CacyBP/SIP  Régulation de l’ ubiquitination    (Filipek et al., 2002; Polyakov et al., 1998) 
calcineurin  Stimulation de l’activité    (Leal et al., 2004) 
Caldesmon 500 Diminution de l’inhibition de 
l’actomyosine par la 
caldesmone 
   (Filipek et al., 2002; Fujii et al., 1990; 
Pritchard and Marston, 1991) 
Calponine  Diminution de l’inhibition de 
l’actomyosine par la calponine 
  (Wills et al., 1993) 
CapZα 150-
1000 
Régulation de l’assemblage    (Barber et al., 1999; Inman et al., 2002; 
Ivanenkov et al., 1995; McClintock and 
Shaw, 2002; McClintock and Shaw, 2003; 
McClintock et al., 2002; Wear and Cooper, 
2004) 
Desmin  Régulation de l’assemblage    (Garbuglia et al., 1998) 
FtsZ       (Ferguson and Shaw, 2004) 
GFAP  Inhibition de la phophorylation 
Régulation de l’assemblage 
PKC  (Bianchi et al., 1996; Frizzo et al., 2004b; 
Garbuglia et al., 1998; Ziegler et al., 1998) 
Guanylate cyclase 
membranaire 
2000 Stimulation de l’activité    (Duda et al., 1996; Duda and Sharma, 
2004; Margulis et al., 1996; Pozdnyakov et 
al., 1997; Pozdnyakov et al., 1998; 
Rambotti et al., 1999; Sitaramayya, 2002; 
Yu et al., 1999) 
IF de type III  Régulation de l’assemblage 
(séquestration des monomères) 
  (Bianchi et al., 1996; Bianchi et al., 1994; 
Garbuglia et al., 1996; Sorci et al., 1998)  
IQGAP1  Remodelage membranaire    (Mbele et al., 2002) 
MAG 7000 Régulation du cytosquelette 
des cellules gliales 
   (Kursula et al., 1999) 
MARCKS    PKC  (Sheu et al., 1995) 
Microtubules  Régulation de l’assemblage 
(séquestration de la tubuline) 
   (Donato, 1983; Endo and Hidaka, 1983; 
Sorci et al., 1998; Sorci et al., 2000) 
NDR 500 Modulation de l’activité    (Bhattacharya et al., 2003; Millward et al., 
1998; Stegert et al., 2004; Suzuki et al., 
2006) 
Neurogranin    PKC  (Sheu et al., 1995) 
Neuromodulin 
(GAP-43) 
 Inhibition de la phophorylation 
par la PKC 
PKC 
CKII 
 (Baudier et al., 1989; Lin et al., 1994; Sheu 
et al., 1994; Sheu et al., 1995) 
P80, similaire à 
MARCKS 
      (Pozdnyakov et al., 1998) 
p53 24-23 
500 
Inhibition de la 
phosphorylation et de 
l’oligomérisation  de p53 
Inhibition de la transcription 
p53 dépendante 
Régulation de la croissance 
cellulaire et de l’apoptose. 
PKC  (Baudier et al., 1992; Fernandez-
Fernandez et al., 2005; Lin et al., 2001; 
Markowitz et al., 2005; Rustandi et al., 
1999; Rustandi et al., 2000; Rustandi et al., 
1998; Scotto et al., 1998; Wilder et al., 
1998)  
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Phosphoglucomuta
se 
 Stimulation de l’activité    (Landar et al., 1996; Landar et al., 1997) 
RAGE  Survie cellulaire   (Adami et al., 2004; Businaro et al., 2006; 
Hofmann et al., 1999; Huttunen et al., 
2000; Reddy et al., 2006; Shaw et al., 2003) 
TAU 100-
1000 
Inhibition de la 
phosphorylation de TAU par la 
protéine kinaseII 
CaMKII  (Baudier and Cole, 1988; Yu and Fraser, 
2001)  
 
Twitchin kinase  Stimulation de l’activité    (Heierhorst et al., 1996) 
Vimentine  Inhibe la phosphorylation   (Ziegler et al., 1998) 
 
Figure 10 : Tableau représentant les cibles de la S100B. 
Sont représentées en rouge les cibles dont la phosphorylation est inhibée par la S100B, sont soulignées les 
protéines dont l’activité enzymatique est régulée par la S100B, sont représentées en italique les protéines dont 
l’oligomérisation est régulée par la S100B. 
 
Parmi ces 27 cibles, une grande majorité, 16, sont des composants ou des régulateurs du 
cytosquelette : AHNAK, Annexine A6, Caldesmon, Calponine, CapZα, Desmin, FtsZ, GFAP, 
IF de type III, IQGAP, MAG, MARCKS, microtubules, p80, Tau, Vimentin (figure 10). Les 
trois composants majeurs du cytosquelette : microtubules, actine et filaments intermédiaires 
sont directement régulés, ainsi que de très nombreux composants qui leur sont associés 
comme les protéines Tau, MARCKS, ou les annexines. Les lieux du remodelage du 
cytosquelette, pseudopodes, filopodes, cônes de croissance, sont des micro-domaines à 
concentrations calciques élevées, et la S100B comme senseur du calcium peut s’avérer un 
outil efficace pour réguler d’une manière dépendante du calcium l’activité des composants du 
cytosquelette. Un autre groupe de protéines cibles de la S100B comprend les protéines Ndr, 
PKC et p53, qui sont impliquées dans le contrôle du métabolisme et du cycle cellulaire. 
Cependant de tels regroupements peuvent paraître artificiels, en effet quoi de commun entre 
une protéine architecturale, la tubuline, une kinase, Ndr, et un facteur de transcription, p53 ? 
Les conséquences sur les protéines cibles peuvent se classer en trois catégories: inhibition de 
la phosphorylation, inhibition de la formation d’oligomères par séquestration des monomères, 
ou régulation de l’activité enzymatique. Ces groupes peuvent se recouvrir, ainsi la régulation 
de la phosphorylation des protéines GFAP ou p53 régule également leurs oligomérisations, la  
régulation de la phosphorylation de la protéine NDR régule son activité kinase. Parmi les 28 
cibles de la S100B identifiées, il a été montré pour 12 d’entre elles que la fixation de la S100B 
inhibe leur phosphorylation (figure 10). Ce mécanisme permet de relier le niveau de 
phosphorylation des protéines aux concentrations cytosoliques calciques locales. Sont 
inhibées par la S100B des phosphorylations induites par : la caséine kinase 2, la CDK2,  la 
PKC. Au moins cinq cas sont décrits pour cette dernière kinase. L’explication moléculaire est 
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simple, il existe une forte identité entre certains sites de fixation de la S100B, et le site 
consensus de phosphorylation par la PKC. La fixation de la S100B masque ce site consensus 
et empêche ainsi sa phosphorylation par la protéine kinase. La régulation conjointe du même 
site de phosphorylation par la pKC et la S100B, est supportée par la co-expression et la co-
localisation de ces deux protéines in vivo (Lefranc et al., 2005). D’autre part, dans une culture 
cellulaire de cardiomyocytes, la surexpression de la S100B inhibe l’induction PKC-β 
dépendant de l’expression de l’α-actine et de la β-myosine. Cependant dans ce dernier cas les 
cibles moléculaires de la PKC et de la S100B ne sont pas identifiées.  
Les S100A1 et S100B partagent des protéines cibles 
 
Figure 11 : S100A1 et S100B : deux protéines fortement homologues. 
(A)Alignement des séquences des protéines S100A1 et S100B humaines. S100A1 et S100B possèdent 59 % 
d’identité. 
(B) Comparaison de la structure tertiaire d’un homo-dimère S100A1/S100A1 avec un hétéro-dimère 
S100A1/S100B. La conformation des hétéro-dimères est très proche des homo-dimères (d’après Rustandi et al., 
2002).  
A1/A1 A1/B 
 A 
B 
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 La S100B et la S100A1, qui présentent 59 % d’identité de séquence et peuvent former des 
hétérodimères (figure11), partagent de nombreuses cibles : la Twitchin kinase (Heierhorst, 
1996), la guanilate cyclase (Duda et al., 1996; Margulis et al., 1996; Pozdnyakov et al., 1997; 
Pozdnyakov et al., 1998; Rambotti et al., 1999), le récepteur RAGE (Hofmann et al., 1999; 
Huttunen et al., 2000), l’annexine A6 (Arcuri et al., 2002; Garbuglia et al., 1998), le 
suppresseur de tumeur p53 (Fernandez-Fernandez et al., 2005; Rustandi et al., 2000), la 
protéine d’ubiquitination CacyBP/SIP (Calcyclin-binding protein/Siah-1- interacting protein) 
(Filipek et al., 2002; Polyakov et al., 1998), les microtubules (Donato, 1988; Donato et al., 
1985; Sorci et al., 1998), les filaments intermédiaires de type III (Bianchi et al., 1993; Bianchi 
et al., 1994; Garbuglia et al., 1996), la protéine CapZα (Ivanenkov et al., 1996; Ivanenkov et 
al., 1995), et la protéine Tau (Baudier and Cole, 1988; Baudier et al., 1987). Dans ces 
nombreux cas, l’effet de la S100A1 ou de la S100B sur la cible est identique. Il existe une 
seule exception, la phosphoglucomutase (Landar et al., 1996). Dans ce dernier exemple, la 
S100A1 inhibe tandis que la S100B stimule l’activité de cette enzyme. 
A cette exception près, connaissant le fort recouvrement des profils d’expressions de ces deux 
protéines, associé à leur capacité à former des hétérodimères (figure 11), il est important de 
noter que lors d’approches génétiques visant à moduler l’expression de l’une ou l’autre de ces 
protéines, la seconde pourrait tout à fait compenser la première. 
 
Au vu du grand nombre de cibles (figure 10), la S100B ne se réduit pas à une fonction unique, 
mais sa fonction dépend de l’activité des cibles qu’elle régule. La S100B est un module, un 
senseur à calcium, sélectionné plusieurs fois au cours de l’évolution pour réguler de façon fine 
et calcium dépendante des fonctions diverses. Le grand défi reste l’intégration de toutes ces  
fonctions au niveau cellulaire et au niveau de l’organisme. De façon logique, la surexpression 
ou l’invalidation de la S100B, que ce soit au niveau cellulaire ou au niveau de l’organisme, ne 
présente pas de phénotype fort mais des phénotypes complexes. 
 
Le chapitre suivant tente d’intégrer dans différents types cellulaires, les fonctions de la 
S100B. Sont regroupés aussi bien des approches en culture cellulaire que des phénotypes 
observés sur des souris génétiquement modifiées. Il est important de noter que deux lignées 
transgéniques et deux lignées invalidées pour la S100B ont été créées, et qu’elles sont toutes 
viables et ne présentent pas de phénotypes majeurs. 
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Fonction de la S100B dans les astrocytes 
Cycle cellulaire, S100B extracellulaire, activité autocrine.  
A confluence, l’augmentation de l’expression de la S100B dans les cellules C6, lignée issue 
d’un astrocytome, corrèle avec l’inhibition de contact et une sensibilité accrue à l’apoptose 
induite par les UV (Labourdette et al., 1977; Scotto et al., 1998). L’invalidation par une 
approche anti-sens de la S100B dans les cellules gliales s’accompagne d’une altération du 
cycle cellulaire (Selinfreund et al., 1990). Des expériences montrent que cet effet résulte de 
l’action autocrine de la S100B sécrétée qui à des concentrations extracellulaires de l’ordre du 
nM stimule la prolifération des astrocytes (Goncalves et al., 2000; Scotto et al., 1998; 
Selinfreund et al., 1991; Tramontina et al., 2006). La S100B est sécrétée par les astrocytes 
(Gerlach et al., 2006; Shashoua et al., 1984; Tramontina et al., 2006), et cette sécrétion n’est 
pas véhiculée par les voies classiques (Barger and Van Eldik, 1992; Rammes et al., 1997). 
Suite à l’activation du récepteur RAGE par la S100B extra-cellulaire, ERK1/2 est activé en 
aval de cette voie (Goncalves et al., 2000). Les effets trophiques ou toxiques de la S100B 
dépendent de ses concentrations extracellulaires (Figure 12).  
Dans les cellules astrogliales la sécrétion de S100B peut être stimulée par l’application de 
serotonine dont l’action passe par le récepteur 5-HT1A (Whitaker-Azmitia and Azmitia, 
1989; Whitaker-Azmitia et al., 1990). La sécrétion de S100B par les astrocytes est également 
importante lors de stress métaboliques (Gerlach et al., 2006). Elle peut-être induite par le 
glutamate, et semble dépendre partiellement du transporteur à glutamate (Tramontina et al., 
2006). En accord avec sa sécrétion lors de stress, les patients atteints d’épilepsie, du syndrome 
de Down (Griffin et al., 1989), ou de la maladie d’Alzheimer (Griffin et al., 1989; Marshak et 
al., 1992; Mrak and Griffinbc, 2001; Sheng et al., 1996) présentent des concentrations élevées 
de S100B extracellulaires. D’autre part, les concentrations de S100B augmentent dans le 
sérum après des chirurgies cardiaques, lors d’infarctus cardiaque, lors de traumatismes 
crâniens, ou lors de la maladie de Creutzfeldt-Jakob. 
S100B et régulation du cytosquelette 
L’invalidation anti-sens de la S100B dans les cellules gliales s’accompagne d’une altération 
de l’organisation du cytosquelette et de la morphologie cellulaire (Selinfreund et al., 1990). 
La S100B régule le remodelage du cytosquelette cAMP dépendant des astrocytes (Frizzo et 
al., 2004a). Dans les cellules GL15, issues d’un astrogliome, l’invalidation de la S100B par 
siRNA réduit la prolifération et induit un changement morphologique, la stellation (Brozzi F., 
2006).  
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Enfin, une astrocytose est associée à la surexpression de S100B dans l’hippocampe dans un 
modèle de souris transgéniques (Reeves et al., 1994). L’astrocytose induite par les lésions du 
SNC se caractérise par une hypertrophie et une sur-expression du filament intermédiaire 
GFAP dans les prolongements cellulaires. La GFAP qui, par ailleurs, a été identifiée in vitro 
comme une cible de la S100B (Figure 13). Mais là encore in vivo il n’existe qu’une 
corrélation pour l’expression de ces deux protéines et l’importance fonctionnelle d’une telle 
interaction n’a pas été montrée.  
Cependant la difficulté des études chez les astrocytes est la distinction du pool intracellulaire 
du pool extracellulaire de S100B. En effet les astrocytes sécrètent la S100B, et des approches 
telles que l’invalidation par siRNA ou la surexpression perturbent à la fois la production de 
S100B intracellulaire et sécrétée. Les modifications morphologiques observées peuvent donc 
aussi bien résulter d’une perturbation directe des fonctions intracellulaires de la S100B, que 
de l’effet autocrine de la S100B sécrétée. 
S100B et régulation de l’homéostasie calcique 
L’homéostasie calcique est également perturbée dans les astrocytes de souris invalidées pour 
la S100B (Xiong et al., 2000). Suite à leur stimulation, une augmentation de l’amplitude et de 
la durée des « transients » calciques est observée par rapport aux souris contrôles. Ce résultat 
suggère que l’expression de la S100B permet aux cellules de mieux tamponner les 
augmentations calciques (figure 13). Comme explicité ci-dessus l’affinité de la S100B pour le 
calcium est trop faible pour que la S100B puisse directement tamponner le calcium 
cytosolique. La S100B ne peut être un senseur à calcium que dans les micro-domaines à fortes 
concentrations calciques locales et transitoires, interfaces RE-mitochondrie, cluster de canaux 
calciques à la membrane plasmique, interfaces où la S100B régule probablement de façon 
calcium dépendante un autre composant de l’homéostasie calcique. 
Fonction de la S100B dans et sur les Neurones 
Effets neurotrophiques et neurotoxiques de la S100B sécrétée par les 
astrocytes 
Dans le gyrus dentelé de rat, une augmentation de l’expression de la S100B dans les 
astrocytes a été observée au moment de la formation des synapses (McAdory et al., 1998). 
Suite à une lésion de l’hippocampe, lorsque des cellules C6, lignée issue d’un gliome, sont 
greffées, exprimant ou n’exprimant pas la S100B, seules les cellules exprimant la S100B sont 
pénétrées par les fibres neurales (Ueda et al., 1995). Le rôle neurotrophique de la S100B 
sécrétée par ces astrocytes a été validé par d’autres expériences. L’application de S100B à des  
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Figure 12 : Fonction de la S100B dans les neurones et les astrocytes. 
Dans le système nerveux central, la S100B est sécrétée par les astrocytes, et cette sécrétion est notamment 
stimulée dans des situations de stress. Elle peut être stimulée par l’application de sérotonine ou de glutamate, 
dont les effets passent par le récepteur 5-HT1A et le récepteur au glutamate respectivement. A des 
concentrations de l’ordre du nM, la S100B extracellulaire stimule la prolifération des astrocytes, et dans les 
neurones la survie, la neurogénèse, et la croissance des neurites; à des concentrations de l’ordre du mM, au 
contraire, elle favorise l’apoptose des neurones et des astrocytes.  
Dans ces deux types cellulaires la perturbation de l’expression de la S100B s’accompagne d’une modification 
du cytosquelette, notamment de la GFAP dans les astrocytes, de GAP-43 et MAP2 dans les neurones. Mais ces 
effets peuvent aussi bien résulter indirectement d’une perturbation de la S100B extracellulaire que d’une 
modification directe des fonctions intracellulaires de la S100B. 
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concentrations de l’ordre du nanomolaire favorise la survie des neurones (Businaro et al., 
2006; Ueda et al., 1995; Whitaker-Azmitia et al., 1990), stimule la croissance des neurites 
(Kligman and Hsieh, 1987; Winningham-Major et al., 1989) et la neurogénèse, notamment 
après l’exposition à différents stress ou traumatismes, et augmente ainsi la restauration des 
capacités cognitives (Kleindienst et al., 2005). Enfin, l’oxydation de la S100B extracellulaire 
qui aboutit à la formation de ponts disulfures pourrait augmenter ses effets neurotrophiques 
(Barger and Van Eldik, 1992). Au contraire, à des concentrations de l’ordre du micromolaire, 
la S100B extracellulaire a des effets délétaires, et favorise notamment la mort neuronale 
(Fulle et al., 2000; Mariggio et al., 1994) (figure 12).  
Dans les neurones, les effets de la S100B extracellulaire passent par le récepteur RAGE 
(Businaro et al., 2006; Huttunen et al., 2000) (figure 12). La structure rayon X d’une telle 
interaction a récemment été obtenue (Koch M., 2006). L’activation du facteur de transcription 
NF-ΚB composé de p65/c-Rel (Kogel et al., 2004; Lam et al., 2001) qui aboutit à la 
surexpression de BCl2 (Huttunen et al., 2000), est en aval de l’activation du récepteur RAGE 
par la S100B. 
Comparées aux souris sauvages, les souris transgéniques surexprimant la S100B présentent 
plus de neurites, la densité de dendrites et le marquage MAP-2 sont plus élevés chez les 
jeunes souris. Mais cette tendance est inversée avec l’âge, à un an une perte de dendrites 
significative est observée (Shapiro et al., 2004; Shapiro and Whitaker-Azmitia, 2004; 
Whitaker-Azmitia et al., 1997). Ces phénotypes pourraient s’expliquer par les effets 
neurotoxiques ou neurotrophiques de la S100B extracellulaire sécrétée par les astrocytes qui 
sont perturbés dans les souris transgéniques. 
S100B intracellulaire 
Dans le gyrus dentelé de rat, une augmentation de S100B a été observée au moment de la 
formation des synapses dans les astrocytes, mais également dans les compartiments pré- et 
post-synaptiques des neurones (McAdory et al., 1998). Cette observation indique qu’une part 
des phénotypes neuraux observés chez les souris transgéniques pour la S100B pourrait 
résulter de la perturbation de la fonction intracellulaire de la S100B (figure 13). Dans les 
neurones, l’analyse des composants du cytosquelette montre un vieillissement accéléré chez 
les souris transgéniques pour la S100B (Whitaker-Azmitia et al., 1997), notamment pour 
MAP-2 et GAP-43 (Neuromoduline) (Shapiro and Whitaker-Azmitia, 2004). Or, in vitro, la 
S100B inhibe la phosphorylation PKC dépendante de GAP-43 (Neuromoduline) (Baudier et 
al., 1989; Lin et al., 1994; Sheu et al., 1994; Sheu et al., 1995), phosphorylation de GAP-43 
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qui est critique dans la régulation morphologique du bouton synaptique et de la LTP 
(Benowitz and Routtenberg, 1997). Cette même LTP est perturbée aussi bien chez les souris 
transgéniques que chez les souris KO pour la S100B. Cependant aucune co-localisation entre 
S100B et GAP-43 n’a été présentée à ce jour, et la modification du pattern de GAP-43 dans 
les souris transgéniques peut n’être qu’une conséquence secondaire. 
Enfin, dans les cellules PC12 la surexpression intracellulaire de la S100B promeut la 
prolifération et inhibe la différenciation induite par le NGF via l’activation de la voie Akt-
p21WAF1-cdk4-Rb (Arcuri et al., 2005). Cependant ce tout dernier résultat est à interpréter 
avec précaution, les cellules PC12 n’expriment pas de S100B endogènes, les conditions 
expérimentales sont donc fortement différentes des conditions physiologiques. 
Fonction de la S100B dans les cellules musculaires 
Dans les cellules musculaires différenciées, l’application sur du réticulum sarcoplasmique 
d’un mélange de S100A1 et de S100B, composé de 20% de S100A1 et de 80% de S100B, 
stimule la libération de calcium (Marsili et al., 1992) (figure 13). D’autre part, la S100B 
intracellulaire est fortement exprimée dans les myoblastes, cellules précurseurs des cellules 
musculaires (Sorci et al., 1999). La surexpression inhibe la différenciation tandis que son 
invalidation promeut la prolifération cellulaire (Tubaro C., 2006).  
Au contraire, l’application de S100B extracellulaire stimule la prolifération et inhibe la 
différenciation des myoblastes par une stimulation de ERK1/2 et une inhibition p38 MAPK, 
indépendamment de la voie du récepteur RAGE (Riuzzi F., 2006; Sorci et al., 2003). Dans les 
cellules musculaires lisses du système vasculaire, l’application de S100B extracellulaire et sa 
fixation sur le récepteur RAGE induisent l’activation de la tyrosine kinase Src et en aval de 
celle-ci, l’activation de NF-KB et STAT3, la production de superoxyde, la phosphorylation de 
Cav-1, la migration des cellules et l’expression de gènes pro-inflamatoires (Reddy et al., 
2006).  
L’expression de S100B est induite dans les cardyomyocytes de sujets souffrant d’infarctus du 
myocarde (Parker et al., 1998). Le modèle d’infarctus chez le rat, induit par la ligation 
temporaire de l’artère coronaire, permet une étude plus fine de la cinétique d’expression de la 
S100B. Les myocytes qui survivent passent par une phase transitoire d’hypertrophie 
compensatoire associée à la ré-expression de gènes fœtaux : facteur atrial natriuréique, chaîne 
lourde de la β-myosine, α-actine squelettique. La surexpression de la S100B n’est 
qu’ultérieure à ce phénomène, survient 7 jours post infarctus et persiste pendant 28 jours, et  
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Figure 13 : Fonctions intracellulaires  de la S100B 
(A) Cytosquelette. Il a été montré dans les astrocytes et les neurones que la S100B contrôle la morphologie des 
cellules. Par ailleurs in vitro la S100B interagit avec les trois composants majeurs du cytosquelette (Figure 9): 
les microtubules, les filaments intermédiaires, et l’actine ; mais interagit également avec de nombreux de leurs 
interactants comme les protéines Tau, Map2 ou CapZ. Mais un lien direct entre la morphologie dépendant de la 
S100B, et son interaction avec des cibles cytosoliques  n’a jamais été montré. 
(B) Signalisation calcique et transfert de PS.  Dans les astrocytes l’invalidation de l’expression inhibe la 
signalisation calcique cytosolique (Xiong et al., 2000). Il a été proposé que la S100B régule via une cible un des 
stocks calciques : RE, mitochondrie, ou membrane plasmique. Dans les cellules CHO la S100B régule le 
transfert de PS entre le RE et les mitochondries qui est lui-même dépendant des transferts de calcium (Kuge et 
al., 2001). 
(C) Cycle cellulaire et apoptose. Dans les mélanomes, la surexpression de la S100B interagit avec p53 et 
inhibe son expression, ses fonctions transcriptionnelles et apoptotiques. S100B pourrait également perturber 
l’activité de la kinase Ndr. 
 
 coïncide au retour à un phénotype normal et à l’inhibition des gènes fœtaux (Tsoporis et al., 
1997). Chez les souris transgéniques qui surexpriment la S100B, la phase d’hypertrophie  
compensatoire n’a pas lieu et une apoptose accrue est observée (Parker et al., 1998). Au 
contraire, chez les souris invalidées pour la S100B, cette hypertrophie est accrue, et 
l’apoptose diminue (Tsoporis et al., 2005). Bien que de nombreuses cibles de la S100B soient 
connues, facteurs de transcription ou composants du cytosquelette par exemple, le mécanisme 
moléculaire par lequel la S100B contrôle le remodelage morphologique des cardyomocytes 
lors des infarctus reste inconnu. 
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Différenciation cellulaire des Oligodendrocytes 
Dans le lignage oligodendrocytaire, l’expression de la S100B corrèle avec la différenciation 
(Deloulme et al., 2004; Hachem et al., 2005), et module la maturation des cellules 
progénitrices oligodendrogliales (CPO) (Deloulme et al., 2004). Si au final les souris 
invalidées pour la S100B ne présentent pas de défaut majeur concernant l’oligodendrogénèse, 
la maturation de ces cellules semble retardée (Deloulme et al., 2004). 
Mélanomes, p53, Ndr, et S100B, plus qu’une simple corrélation 
Dans les mélanomes malins, l’expression élevée de S100B corrèle avec la récurrence de la 
maladie et son potentiel métastatique (Banfalvi et al., 2003; Bonfrer and Korse, 2001; Boni et 
al., 1997; Eckert et al., 2004; Harpio and Einarsson, 2004; Park and Min, 2003). L’inhibition 
de la S100B dans les mélanomes malins restaure l’expression de p53 et ses fonctions 
transcriptionnelles et apoptotiques (Lin et al., 2001; Lin et al., 2004; Markowitz et al., 2004; 
Markowitz et al., 2005). Cet effet de la S100B résulte de la capacité de la S100B à interagir 
avec p53 dont elle inhibe la phosphorylation (Baudier et al., 1992) et l’oligomérisation 
(Fernandez-Fernandez et al., 2005) et promeut ainsi sa dégradation. Ces études sont d’un 
intérêt tout particulier car il s’agit des rares études où la fonction de la S100B est intégrée du 
niveau moléculaire au niveau cellulaire (figure 13). 
D’autre part dans les lignées de mélanome qui surexpriment la S100B, l’activité de la protéine 
kinase Ndr est élevée et cette activité dépend de son interaction avec la S100B (Millward et 
al., 1998). Cette interaction pourrait également participer à la transformation cellulaire, 
puisque l’activité Ndr est directement impliquée dans la régulation du cycle cellulaire 
(Tamaskovic et al., 2003). 
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Figure 14: Modèles de souris invalidées et transgéniques pour la S100B.  
Aucun phénotype majeur n’est observé. Seuls sont observés : des phénotypes subtils de comportement, ou des 
phénotypes révélés par une situation de stress : vieillissement, ischémie, épilepsie. Aucun de ces phénotypes n’a 
été confirmé dans deux modèles génétiques différents. 
 Etude de la S100B dans les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary Cells) 
Lors d’un fractionnement biochimique dans les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary Cells), 
la S100B a été isolée comme le facteur cytosolique qui stimule le transfert de 
Xiong et al., 2000: 
Fond génétique: CD1 
Phénotype: augmentation de la durée et de l’amplitude des “transients” calciques dans les astrocytes (Xiong 
et al., 2000), de la sensibilité à un protocole d’épilepsie provoquée (Dyck et al., 2002), retard de la 
différenciation des cellules progénitrices oligodendrogliales (Deloulme et al., 2004),  hypertrophie accrue 
lors des infarctus cardiaques (Tsoporis et al., 2005). 
Reeves et al., 1994: 
Fond génétique: C57BL/6J 
Transgène: 8,9 kB (Jiang et al., 1993) 
Nombre de copies du transgène: 2 à 12 
Surexpression de la S100B: 3 à 7 fois 
Phénotype: astrocytose. 
Friend et al., 1992: 
Fond génétique: CD1 
Transgène: 17,3 kb (Allore et al., 1990) 
Nombre de copies du transgène: 8 à 110 
Surexpression de la S100B: 10 à 100 fois 
Phénotype: Absence d’hypertrophie cardiaque lors de l’ischémie cardiaque (Parker et al., 1998). 
Augmentation de la densité de dendrites et du marquage MAP-2 à la naissance. Tendance inversée avec 
l’âge, à un an. Vieillissement accéléré du cytosquelette (MAP-2 et GAP-43 ) dans les neurones, (Shapiro 
and Whitaker-Azmitia, 2004; Whitaker-Azmitia et al., 1997). Hyperactivité induite par la nouveauté chez 
les femelles (Gerlai et al., 1993), diminution des capacités à résoudre des problèmes spatiaux, capacités 
d’exploration altérées (Gerlai et al., 1994; Gerlai et al., 1995; Roder et al., 1996a; Roder et al., 1996b; 
Whitaker-Azmitia et al., 1997), diminution de 25% de la LTP dans l’hippocampe (Long Term Potentiation). 
 
Nishiyama et al., 2002: 
Fond génétique: C57BL/6J 
Phénotype: meilleure aptitude à l’exploration spatiale, et un renforcement de la LTP 
(Nishiyama et al., 2002).  
(B) Surexpression de la S100B 
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phosphatidylserine du réticulum endoplasmique vers les mitochondries. Ce résultat a été 
confirmé par l’application de S100B recombinante sur des cellules perméabilisées : le 
transport de PS est également stimulé. La stimulation de ce transport par la S100B dépend de 
l’ajout d’ATP, et nécessite de fortes concentrations calciques : 0.5 mM. Si le mécanisme 
moléculaire d’action de la S100B est une interaction dépendante du calcium avec une cible, 
cette cible doit être localisée à l’interface entre les mitochondries et le RE, seul endroit ou de 
telles concentrations calciques sont atteintes (Csordas et al., 1999; Neher, 1998). Il a ainsi été 
proposé que la S100B soit le senseur à calcium qui régule l’interaction entre le RE et les 
mitochondries (Vance and Steenbergen, 2005), dont il a par ailleurs été montré que 
l’interaction est dépendante du calcium (Wang et al., 2000b). 
 
Cette dernière observation permet de souligner la grande limite de toutes ces études. Un lien 
direct est très rarement établi entre : toutes ces cibles calcium dépendantes de la S100B 
identifiées in vitro d’une part, et les phénotypes S100B dépendants observés au niveau 
cellulaire ou au niveau de l’organisme d’autre part. L’importance fonctionnelle de 
l’interaction de la S100B avec ces cibles n’a que rarement véritablement été validée in vivo. 
S100B transgénique, KO  et cognition 
Phénotype 
Les souris transgéniques pour la S100B présentent plusieurs troubles comportementaux : une 
hyperactivité induite par la nouveauté chez les femelles (Gerlai et al., 1993), une diminution 
des capacités à résoudre des problèmes spatiaux, et des capacités d’exploration altérées 
(Gerlai et al., 1994; Gerlai et al., 1995; Roder et al., 1996a; Roder et al., 1996b; Whitaker-
Azmitia et al., 1997). Ces résultats sont associés à une diminution de 25% de la LTP (Long 
Term Potentiation) dans l’hippocampe. La LTP, qui correspond à une facilitation et un 
renforcement de la transmission synaptique lors de la stimulation répétée et intense d’un 
réseau neuronal, joue un rôle essentiel dans les phénomènes d’apprentissage et de 
mémorisation. Les troubles comportementaux et cognitifs observés chez les souris 
trangéniques pour la S100B résultent donc probablement de cette perturbation de la LTP.  
En accord avec ces résultats, l’importance du rôle de la  S100B dans le phénomène de la LTP 
est soutenue par le phénotype observé chez les souris invalidées pour la S100B qui est opposé 
à celui observé chez les souris transgéniques. Les souris invalidées pour la S100B sont 
viables, fertiles, présentent une meilleure aptitude à l’exploration spatiale, et un renforcement 
de la LTP (Nishiyama et al., 2002). D’autre part, soumises à un protocole d’épilepsie 
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provoquée, ces souris sont plus sensibles et développent des symptômes plus sévères que les 
souris sauvages (Dyck et al., 2002). 
Rôle de la S100B sécrétée dans la cognition 
L’étude de l’implication de la S100B extracellulaire dans les phénomènes de LTP est 
ancienne, mais aux premiers abords ces résultats semblent contradictoires avec ceux plus 
récemment observés sur les souris transgéniques et invalidées. 
L’application de sérum anti S100 bloque la LTP dans des tranches d’hippocampe (Lewis, 
1986), contrairement aux souris invalidées pour la S100B pour lesquelles la LTP est renforcée 
(Roder et al., 1996a). Le rôle de la S100B se trouverait en amont de la production d’AMPc 
(Rebaudo et al., 2000). Connaissant l’importance de la LTP dans l’hippocampe lors des 
phénomènes de mémorisation, l’inhibition de la LTP est fort probablement à l’origine de 
l’amnésie observée quand le sérum est injecté à des oiseaux (O'Dowd et al., 1997) ou dans les 
ventricules de rats (Hyden and Lange, 1970).  
L’infusion de S100B semble au contraire renforcer la mémorisation (Mello e Souza et al., 
2000) et favorise la restauration des capacités cognitives après une lésion cérébrale 
(Kleindienst et al., 2005). Dans ce dernier cas, une neurogénèse accrue a été observée. 
Mais en parfaite contradiction avec les résultats ci-dessus, le renforcement de la LTP observée 
chez les souris S100B KO peut-être aboli par la perfusion de S100B recombinante 
(Nishiyama et al., 2002). 
Ces résultats contradictoires en apparence pourraient être réconciliés : l’effet neurotoxique ou 
neurotrophique de la S100B extracellulaire dépend des concentrations appliquées comme 
présenté dans les paragraphes ci-dessus. Les effets observés lors des manipulations des 
concentrations extracellulaires de S100B peuvent être complètements différents de la fonction 
réelle de la S100B à des concentrations physiologiques. 
Enfin la modification des capacités cognitives des souris KO et transgéniques pour S100B 
peut également avoir pour origine les fonctions intracellulaires de la S100B. Nous avons vu 
précédemment que celle-ci peut modifier le cytosquelette ou l’homéostasie calcique des 
astrocytes ou des neurones, or le cytosquelette et l’homéostasie calcique sont deux 
composantes essentielles de la plasticité synaptique et de la LTP. 
Pathologie mentale de la maladie d’Alzheimer 
Chez les malades atteints de la trisomie 21, la surexpression de S100B dans les astrocytes et la 
microglie semble corréler avec la formation des plaques amyloïdes dans le cerveau (Stanley et 
al., 1994). De même, dans le cerveau de personnes souffrant de la maladie d’Alzheimer, chez 
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lesquelles se forment également des plaques amyloïdes, une surexpression de la S100B 
intracellulaire est observée dans les astrocytes, ainsi qu’une augmentation de la S100B 
sécrétée. Sur une culture cellulaire, de la lignée LAN-5 issue d’un neuroblastome, 
l’application de S100B extracellulaire à des concentrations de l’ordre du nM protège contre 
l’effet neurotoxique du peptide β-amyloïde, cet effet passe par le récepteur RAGE. En 
revanche à des concentrations de l’ordre du mM, la S100B s’avère toxique (Businaro et al., 
2006). 
Toujours chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, le nombre d’astrocytes activés 
surexprimant la S100B en périphérie des plaques séniles (Sheng et al., 1994) est proportionnel 
à celui des neurites dystrophiques (Mrak et al., 1996). D’autre part ces neurites dystrophiques 
hypertrophiés sont enrichis dans des zones contenant une protéine Tau hyper phosphorylée. In 
vitro, la S100B régule la phosphorylation de la protéine Tau, en revanche la S100B est 
incapable d’interagir avec la protéine Tau hyperphosphorylée (Yu and Fraser, 2001). Mais in 
vivo il n’existe que des corrélations entre hyper phosphorylation de Tau et son accumulation 
extracellulaire, surexpression de la S100B, et développement de neurites hypertrophiées. 
L’importance fonctionnelle des interactions entre Tau et S100B, les raisons et les 
conséquences de leur perturbation dans la maladie d’Alzheimer, restent à démontrer. Encore 
une fois, si des corrélations entre l’expression de la S100B et des modifications fonctionnelles 
de ses cibles existent in vivo, l’importance fonctionnelle de cette interaction reste incomprise. 
Par ailleurs, la protéine S100B peut protéger les cellules contre le stress oxydant en 
séquestrant le Cu2+ (Nishikawa et al., 1997).  Pour mémoire, le Cu2+ est en effet réduit par la 
β-Amyloïde 4 en Cu+ et conduit au développement de la maladie d’Alzheimer (Multhaup et 
al.,1996). D’autre part la S100B peut également fixer les ions aluminium. Cette observation 
pourrait impliquer la S100B dans la physiopathologie des maladies neurodégénératives, quand 
on sait que l’aluminium peut déclencher des pathologies telles que la maladie d’Alzheimer 
(Campbell, 2002). 
De nombreuses causes peuvent être à l’origine de la dérégulation de l’expression de la S100B. 
De même, connaissant le nombre de cibles de la S100B, de nombreuses conséquences 
peuvent lui être attribuées. Mais tout ne reste qu’à l’état d’hypothèses. La pathologie 
d’Alzheimer est un exemple caractéristique qui permet d’illustrer la difficulté d’intégrer la 
fonction de la S100B au niveau de l’organisme. D’une part, il est difficile de discriminer le 
rôle de deux populations de S100B différentes, intracellulaires et sécrétées, d’autre part il est 
également difficile d’établir un lien de cause à effet entre la dérégulation d’expression de la 
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S100B et le disfonctionnement d’une de ses nombreuses cibles alors que cette interaction n’a 
été démontrée qu’in vitro.  
 
Si l’intégration fonctionnelle au niveau cellulaire de toutes les cibles moléculaires de la 
S100B s’avère complexe, leur intégration au niveau de la physiologie de l’organisme est 
encore plus difficile. Les souris transgéniques et les souris KO sont viables, et sans défauts 
majeurs apparents. D’autre part, les phénotypes subtils et complexes comme : une faible 
modification des capacités cognitives, une sensibilité accrue à l’épilepsie, une diminution de 
l’hypertrophie cardiaque lors d’infarctus induits, le vieillissement accéléré du cytosquelette 
dans les neurones,  n’ont été observés que dans une seule lignée génétiquement modifiée 
malgré les deux lignées invalidées et les deux lignées transgéniques qui existent. Ces 
phénotypes qui dépendent du fond génétique ou du lieu d’insertion du transgène doivent donc 
être interprétés avec précaution. 
Deux explications peuvent être trouvées à cette absence de phénotype fort. Tout d’abord, la 
famille des S100 est grande, la S100B partage de nombreuses cibles communes avec la 
S100A1, ainsi qu’un patron d’expression similaire. Au cours du développement se mettent 
donc probablement en place des phénomènes de compensation. Ensuite, la famille des S100 
apparaît tard au cours de l’évolution, chez les vertébrés, les S100 ne sont donc pas 
indispensables au fonctionnement d’organismes multicellulaires complexes et pourraient ne 
participer qu’à la robustesse du système. Cependant les S100, de par leur rôle régulateur 
deviennent peut-être essentielles dans des conditions environnementales particulières, 
notamment de stress comme les traumatismes neuraux, l’infarctus, l’épilepsie ou le 
vieillissement. Les origines des phénotypes subtils observés peuvent être aussi multiples que 
le nombre de cibles de la S100B identifiées au niveau moléculaire. 
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Le réseau mitochondrial 
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Mitochondries : hétérogénéité de distribution, de déplacement, 
et de morphologie pour une spécialisation fonctionnelle 
Variation intercellulaire 
 
Figure 15 : La distribution et la morphologie cellulaires varient d’un type cellulaire à l’autre. 
(A) Dans différentes lignées cellulaires : Hela, U373, et HS683, les mitochondries sont visualisées dans les 
cellules vivantes à l’aide d’un mitotraker et apparaissent en blanc, les noyaux sont en blanc. Dans les cellules 
Hela la morphologie des mitochondries est tubulaire, tandis que dans les cellules HS683 elle est vésiculaire. 
Dans ces deux types cellulaires, les mitochondries se répartissent tout le long de l’axe proximo-distal entre le 
noyau et les membranes plasmiques périphériques et se distribuent tout autour du noyau dans une symétrie 
radiale. Au contraire dans les cellules U373, les mitochondries s’accumulent de façon asymétrique à un pôle du 
noyau. 
(B) Représentation schématique des différents acteurs impliqués dans la distribution,  la morphologie, et le 
mouvement mitochondrial. Les principaux acteurs sont : la machinerie fusion/fission, les moteurs moléculaires 
qui permettent le mouvement le long du cytosquelette, et les protéines qui permettent l’ancrage sur le 
cytosquelette ou sur d’autres compartiments cellulaires. 
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Dans de nombreux types cellulaires, la majeure partie des mitochondries s’accumule dans les 
zones périnucléaires, tandis que la distribution des mitochondries périphériques est plus 
clairsemée (Collins et al., 2002; Tanaka et al., 1998; Trinczek et al., 1999). Mais le nombre, 
l’organisation, la morphologie, et la répartition subcellulaire du réseau mitochondrial, sont 
variables d’un type cellulaire à l’autre (Aw and Jones, 1989; Bereiter-Hahn, 1990). Le 
nombre de mitochondries dans un type cellulaire particulier corrèle avec la demande 
énergétique : les hépatocytes comportent des milliers de mitochondries, alors que les 
érythrocytes les ont toutes perdues. Dans les spermatozoïdes, les mitochondries forment une 
spirale dans la queue (Bereiter-Hahn, 1990) ; dans le muscle, les mitochondries insérées sous 
le sarcoleme sont ovales ; tandis que dans les fibroblastes et les cellules Hela en culture, les 
mitochondries forment un réseau tubulaire (Barni et al., 1996; Rizzuto et al., 1998). Des 
études de microscopie électronique confirment ces différences morphologiques entre les 
mitochondries de différents types cellulaires (Ghadially, 1997). 
Le réseau mitochondrial peut être observé sur des cellules vivantes grâce à un marqueur 
fluorescent des mitochondries. Différentes lignées cellulaires peuvent ainsi être comparées 
(Figure 15). Dans des cellules Hela, le réseau mitochondrial présente un aspect tubulaire et 
continu, en revanche dans les cellules HS683 les mitochondries sont distinctes les unes des 
autres, et présentent une forme plus vésiculaire. A cette différence morphologique s’ajoutent 
des différences de distribution subcellulaire. Tout d’abord dans la distribution proximo-distale 
par rapport au noyau : dans les cellules Hela, le réseau mitochondrial s’étend jusqu’à la 
périphérie de la cellule sous la membrane plasmique ; au contraire dans les cellules U373, les 
mitochondries sont agrégées à proximité du noyau. Ensuite une autre différence de répartition 
apparaît dans la symétrie par rapport au noyau. Dans les cellules Hela, une symétrie radiaire 
répartit de façon homogène les mitochondries tout autour du noyau ; tandis que dans les 
cellules U373, cette répartition autour du noyau est complètement asymétrique, les 
mitochondries s’accumulent à un pôle du noyau. Cette imagerie sur des cellules vivantes 
souligne à quel point la morphologie et la répartition mitochondriales varient d’un type 
cellulaire à l’autre. 
La comparaison du protéome de mitochondries de cerveau, de cœur, de rein, et de foie, 
montre que seules 50 % des protéines sont exprimées dans ces quatre tissus. Le protéome de 
la mitochondrie dépend donc très fortement du tissu dans lequel est présente la mitochondrie 
(Mootha et al., 2003). La capacité mitochondriale, le nombre de copies de l’ADN 
mitochondrial, les stœchiométries enzymatiques, les profils d’utilisation du carbone, et les 
voies de biosynthèse peuvent être spécialisés (Veltri et al., 1990; Vijayasarathy et al., 1998). 
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Ces résultats suggèrent que la spécificité tissulaire de la distribution subcellulaire et de la 
morphologie des mitochondries s’accompagne d’une spécialisation fonctionnelle. Si 
l’organisation du réseau mitochondrial varie d’un type cellulaire à l’autre, c’est que dans 
chaque type cellulaire les mitochondries s’accumulent à des sites précis. 
Variation intracellulaire 
Hétérogénéité dans la localisation 
Il existe différentes populations de mitochondries dans une même cellule, un premier critère 
de classification peut être leur lieu d’ancrage préférentiel. Dans les cellules β-pancréatiques, 
les mitochondries peuvent être classifiées en trois populations distinctes : les mitochondries 
qui ceinturent les granules de sécrétion, les mitochondries ancrées sous la membrane 
plasmique, et les mitochondries qui s’accumulent tout autour du noyau (Park et al., 2001; 
Straub et al., 2000; Tinel et al., 1999) (figure 17). Dans les cellules musculaires, une 
population de mitochondries s’intercale entre le sarcoleme et le réticulum sarcoplasmique 
(RS). Mais, c’est dans les neurones que la localisation spécifique de différentes populations 
mitochondriales a été la mieux étudiée. Dans le système nerveux, la distribution des 
mitochondries corrèle avec l’activité métabolique locale (Kageyama and Wong-Riley, 1982). 
Les mitochondries sont adressées et s’accumulent aux sites qui requièrent un métabolisme 
intense : aux synapses (Bogan and Cabot, 1991; Gotow et al., 1991; Palay, 1956; Treeck and 
Pirsig, 1979), aux cônes de croissances actifs (Morris and Hollenbeck, 1993; Povlishock, 
1976; Ruthel and Hollenbeck, 2003), aux nœuds de Ranvier, aux frontières de 
myélinisation/démyélinisation, (Bristow et al., 2002; Fabricius et al., 1993; Mutsaers and 
Carroll, 1998),  aux zones de synthèse axonales. Dans une culture cellulaire de neurones de 
l’hippocampe, le nombre de mitochondries dendritiques corrèle avec le nombre et la plasticité 
des spines dendritiques et des synapses (Li et al., 2004). Les zones à activité élevée qui 
nécessitent une production intense d’ATP, ont une densité ou une activité mitochondriale 
supérieure (figure 17), comme le montre également la comparaison des synapses toniques et 
phasiques (Brodin et al., 1999; King et al., 1996; Nguyen et al., 1997), des cônes de 
croissance actifs et inactifs (Carroll and Wong-Riley, 1984; Chada and Hollenbeck, 2003; 
Kageyama and Wong-Riley, 1985; Morris and Hollenbeck, 1993; Nie and Wong-Riley, 
1996a; Nie and Wong-Riley, 1996b; Wong-Riley and Carroll, 1984; Wong-Riley and Welt, 
1980). 
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Une distribution régulée de manière dynamique  
 
Figure 16 : Le réseau mitochondrial est perpétuellement réorganisé.  
Observation en vidéo-microscopie de mitochondries marquées par YFP dans des fibroblastes de souris. Les 
mitochondries sélectionnées sont en bleu. Dans les trois premières images, des mitochondries se rejoignent et 
fusionnent. Dans la dernière image on observe une fission: une mitochondrie se divise en deux ( d’après Chen et 
al., 2003).  
 
Si la structuration du réseau mitochondrial varie d’un type cellulaire à un autre, ces réseaux ne 
sont pas statiques et peuvent évoluer très vite dans une même cellule : au cours du cycle 
cellulaire, au cours de la différenciation, ou lors de changements dans l’environnement 
cellulaire. Dans certaines lignées cellulaires une variation du réseau mitochondrial a été 
décrite en fonction du cycle cellulaire. Dans une lignée cellulaire humaine d’ostéosarcome  
(143B), les cellules en G1 présentent un réseau mitochondrial tubulaire, tandis que les cellules 
en phase S présentent des mitochondries plus fragmentées à la forme vésiculaire 
(Margineantu et al., 2002). Lors de la division cellulaire, la localisation cellulaire des 
mitochondries et leur transport assurent une répartition adéquate entre cellules filles (Pereira 
et al., 1997; Yaffe et al., 2003). 
Au cours de la fécondation des ovocytes, les mitochondries précédemment réparties dans tout 
le cytoplasme s’accumulent autour du noyau (Barnett et al., 1996; Bavister and Squirrell, 
2000; Squirrell et al., 2001; Squirrell et al., 2003). Au contraire au cours de la différenciation 
des cellules souches, les mitochondries quittent leurs localisations périnucléaires pour devenir 
plus périphériques (Lonergan et al., 2006).  
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Chez la levure, comparées à leur culture sur du glucose, lorsque les cellules sont cultivées sur 
une source de carbone non fermentable, le nombre de branchements dans le réseau tubulaire 
des mitochondries peut être multiplié par 5 (Egner et al., 2002). 
Hétérogénéité dans le déplacement 
Ce profil de distribution des mitochondries qui n’est ni homogène, ni aléatoire, n’est pas non 
plus figé (figure 16). Une mitochondrie n’est jamais ancrée définitivement à un site précis. Si 
la distribution des mitochondries corrèle avec l’activité métabolique, alors, si l’activité 
métabolique change, la distribution mitochondriale doit également changer. Cet aspect 
dynamique résulte d’un équilibre pour chaque mitochondrie entre le déplacement dans la 
cellule et l’ancrage à des sites précis (Chada and Hollenbeck, 2003), deux paramètres 
variables. Dans l’axone d’un neurone par exemple, la vitesse et la durée de déplacement, 
l’orientation du mouvement, le temps de résidence à certains sites précis, varient d’une 
mitochondrie à l’autre (Chang et al., 2006),  et permettent de classifier les mitochondries en 
différentes populations. Mais concernant les caractéristiques de déplacement, les différences 
les plus marquées s’observent lors de la comparaison des mitochondries qui n’ont pas les 
mêmes répartitions subcellulaires.  La plupart des mitochondries localisées à la périphérie 
restent immobiles ou migrent doucement, seule une petite fraction se déplace à une vitesse 
relativement élevée (De Vos et al., 2003; Trinczek et al., 1999). Dans les neurones, la vitesse 
de déplacement dans les axones ou les dendrites n’est pas identique (Overly et al., 1996). 
Toujours dans les cellules nerveuses, si le déplacement de mitochondries le long de l’axone 
est relativement rapide, 0.3-2 µm.s-1 (Hollenbeck, 1996; Ligon and Steward, 2000a), le 
déplacement est ni continu, ni régulier. En raison de l’alternance de périodes d’immobilité et 
de périodes de mouvements rapides, la vitesse moyenne de déplacement des mitochondries se 
situe entre les petites vésicules à mouvement rapide et les protéines du cytosquelette à 
mouvement lent (Grafstein and Forman, 1980). 
Hétérogénéité fonctionnelle 
Dans une même cellule, une hétérogénéité entre les mitochondries peut être observée d’un 
point de vue fonctionnel : le potentiel membranaire, les entrées de calcium dans les 
mitochondries (figure 24), la cinétique d’ouverture PTP varient d’une mitochondrie à l’autre 
(Collins et al., 2002). 
Chez les neurones, le potentiel delta psi n’est pas identique dans toutes les mitochondries, il 
existe une corrélation entre le potentiel membranaire delta psi des mitochondries et leur 
localisation (Collins et al., 2002; Overly et al., 1996), leur activité synaptique (Bindokas et al., 
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1998), ou leur déplacement le long de l’axone (Miller and Sheetz, 2004; Rintoul et al., 2006). 
90% des mitochondries avec un potentiel membranaire élevé migrent vers le cône de 
croissance, 80 % des mitochondries avec un potentiel faible migrent vers le corps cellulaire.  
Suite à une stimulation, les entrées de calcium à la mitochondrie ne sont pas homogènes et 
dépendent du positionnement de chaque mitochondrie, ainsi que de la voie de signalisation 
activée (Collins et al., 2002; Filippin et al., 2003; Park et al., 2001). Cela a notamment été 
montré dans les cellules de chromaffin, les cellules pancréatiques des acini (Montero et al., 
2000; Park et al., 2001; Straub et al., 2000; Tinel et al., 1999), les hépatocytes (Hajnoczky et 
al., 1995), ou les cardio-myocytes (Robert et al., 2001). Les augmentations calciques 
mitochondriales sont d’autant plus fortes que les mitochondries sont à proximité du lieu de 
libération du calcium, le RE dans les cellules Hela lors d’une stimulation IP3 (Filippin et al., 
2003) (figure 24), la membrane plasmique lors de la stimulation des cellules neurales (Baron 
et al., 2003; Pivovarova et al., 1999). 
 
Distribution des mitochondries et physiologie de l’organisme et de la 
cellule 
L’invalidation de gènes impliqués dans l’organisation du réseau mitochondrial est létale aux 
stades embryonnaires, qu’ils s’agissent de gènes impliqués dans le mouvement, l’ancrage des 
mitochondries le long du cytosquelette (Nangaku et al., 1994; Tanaka et al., 1998), ou la 
morphologie mitochondriale (Chen et al., 2003). L’invalidation, lorsqu’elle est ciblée et tissu-
spécifique, s’accompagne de phénotypes drastiques. Chez les drosophiles, comme cela a été 
montré pour les mutations induites dans le gène Milton (Stowers et al., 2002), drp1 
(Verstreken et al., 2005), Miro (Guo et al., 2005), la suppression des mitochondries localisées 
à l’extrémité des photorécepteurs s’accompagne d’un phénotype fort : les drosophiles sont 
aveugles, et il y a une dérégulation de la transmission synaptique. L’absence de mitochondries 
présynaptiques chez le mutant Miro s’accompagne d’une atrophie musculaire post synaptique, 
et la complémentation de la mutation par l’expression du gène sauvage, restreinte aux zones 
pré-synaptiques, est suffisante pour rétablir la morphologie post-synaptique des muscles. 
Différentes études montrent également que la localisation mitochondriale participe au 
contrôle du nombre de synapses, et régule la morphologie, la plasticité, et la potentialisation 
synaptique (Guo et al., 2005; Li et al., 2004). 
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Figure 17 : Accumulation des mitochondries à des sites spécifiques. 
(A)L’exemple du neurone. Les mitochondries s’accumulent aux zones pré et post synaptiques, aux nœuds de 
Ranvier et autour du noyau. 
(B)L’exemple de la cellule β-pancréatique. Dans ces cellules, les mitochondries peuvent être classées en trois 
populations différentes : la ceinture qui entoure les granules de sécrétion, les mitochondries réparties sous la 
membrane plasmique, les mitochondries qui s’agrègent autour du noyau. 
 
 Si les caractéristiques fonctionnelles mitochondriales (entrée du calcium, potentiel de 
membrane, respiration) varient suivant leur localisation, une modification de leur position ne 
rend pas pour autant les mitochondries non fonctionnelles. Dans les exemples présentés ci-
dessus, lorsque cela a été testé, il n’a pas été observé de modification majeure et notable des 
capacités métaboliques mitochondriales, le potentiel de membrane est présent, les 
mitochondries respirent, produisent de l’ATP, sont capables de stocker et de relâcher le 
calcium. Ce n’est donc pas le fonctionnement métabolique de la mitochondrie, mais 
véritablement son positionnement subcellulaire, qui est à l’origine des défauts phénotypiques 
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observés. Le bon positionnement des mitochondries à des sites spécifiques est donc crucial 
pour le bon fonctionnement des cellules.  
 
Si de nombreuses études ont déjà comparé le protéome de mitochondries issues de différents 
tissus, il serait également intéressant de comparer dans un même type cellulaire le protéome 
de différentes populations mitochondriales : mitochondries associées au RE, mitochondries 
associées à la membrane plasmique, mitochondries associées aux vésicules de sécrétion. 
Mitochondries et cytosquelette 
Microtubules 
La localisation et la distribution des mitochondries nécessitent un réseau de microtubules 
intègre (Ball and Singer, 1982), et les mitochondries peuvent se déplacer le long de ce réseau 
de microtubules (Morris and Hollenbeck, 1995) (figure 18). La famille des kinésines 1 est 
capable de fixer les mitochondries (Jellali et al., 1994; Khodjakov et al., 1998; Leopold et al., 
1992). Ainsi, l’inhibition de la kinésine 1 chez la drosophile inhibe de 70 à 90 % le 
mouvement des mitochondries le long des axones moteurs (Pilling et al., 2006).  
Chez la souris les invalidations de Kif1B (kinesin-3 motor) ou Kif5B (kinesin-1 motor), deux 
moteurs de la famille des kinésines qui fixent les mitochondries et permettent leur mouvement 
le long des microtubules, sont létales aux stades embryonnaires (Nangaku et al., 1994; Tanaka 
et al., 1998). Dans des essais in vitro, KIF1B (kinesin-3 motor) permet le mouvement des 
mitochondries le long des microtubules à une vitesse similaire à celle observée in vivo le long 
des axones (Nangaku et al., 1994), et in vivo cette protéine régule la répartition des 
mitochondries (Wozniak et al., 2005). L’invalidation du gène kif5B (kinesin-1 motors) aboutit 
à une accumulation mitochondriale peri-nucléaire (Tanaka et al., 1998; Wu et al., 1998), 
phénotype qui peut être reversé par la surexpression de Kif5B exogène. La kinésine 1 semble 
donc impliquée dans le transport antérograde des mitochondries. 
Des protéines adaptatrices établissent la connexion entre le moteur moléculaire et les 
mitochondries (figure 18). La protéine MIRO, une protéine transmembranaire mitochondriale, 
est localisée à la membrane externe, et caractérisée par deux domaines GTPase et deux motifs 
de fixation du calcium de type main EF. Elle est nécessaire au transport antérograde des 
mitochondries chez la drosophile (Guo et al., 2005), les cellules humaines (Fransson et al., 
2003; Fransson et al., 2006), et la levure (Frederick et al., 2004). La protéine Milton est une 
protéine adaptatrice qui permet l’interaction entre la chaîne lourde des kinésines (Kif5B) et la  
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Figure 18 : Représentation schématique du complexe protéique qui permet le mouvement antérograde 
des mitochondries le long des microtubules.  
Miro et Milton sont les deux protéines adaptatrices qui confèrent la spécificité de l’interaction des 
mitochondries avec les moteurs moléculaires de la famille des kinésines, permettant ainsi le transport 
antérograde des mitochondries le long des microtubules. La protéine Miro contient deux sites GTPase (GTP), 
ainsi que deux sites de liaison au calcium main EF. 
 
protéine mitochondriale MIRO (Glater et al., 2006), c’est elle qui assure la sélectivité du 
transport des mitochondries par rapport à d’autres vésicules (Glater et al., 2006; Gorska-
Andrzejak et al., 2003; Stowers et al., 2002). L’invalidation de l’une ou l’autre de ces 
protéines s’accompagne d’une disparition des mitochondries aux zones distales dans les 
axones et à leur accumulation péri-nucléaire. La disparition des mitochondries périphériques 
perturbe la morphologie ainsi que le fonctionnement des boutons synaptiques, tandis que 
l’accumulation périnucléaire favorise  l’entrée en apoptose de ces cellules. 
La chaîne lourde des dynéines peut s’associer avec les mitochondries, de même qu’avec 
d’autres organelles (Habermann et al., 2001). L’inhibition des protéines dynéines a de 
nombreux effets, parmi lesquels une diminution des mouvements mitochondriaux et une 
altération des répartitions mitochondriales (Bowman et al., 1999; Koushika et al., 2004; 
LaMonte et al., 2002; Martin et al., 1999; Pilling et al., 2006). Chez la drosophile, dans les 
axones moteurs, l’utilisation de mutants hypomorphes de la chaine lourde 64C de la dynéine 
réduit les mouvements rétrogrades de 43% en longueur et 30% en durée (Pilling et al., 2006). 
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Dans ces conditions, la dynéine semble donc être la composante majeure du transport 
rétrograde. Cependant la fonctionnalité de la dynéine dépend de la kinésine puisque 
l’invalidation de la kinésine 1 (Pilling et al., 2006) ou de son interactant Aplip1 (Horiuchi et 
al., 2005) abolit également les mouvements rétrogrades.  
La protéine Tau est un autre acteur impliqué dans la répartition des mitochondries le long du 
réseau de microtubules. Le traitement de cellules par des céramides-C2 induit une activation 
de CDK5 qui phosphoryle Tau et la libère dans la fraction cytoplasmique, favorisant ainsi  le 
transport rétrograde des mitochondries et leur accumulation périnucléaire autour du 
centrosome (Darios et al., 2005). 
Cependant, si la déstabilisation des microtubules par des drogues altère fortement le 
mouvement des mitochondries, le mouvement des mitochondries n’est pas totalement inhibé. 
Pour cela il est nécessaire de déstabiliser de façon simultanée le réseau d’actine (Morris and 
Hollenbeck, 1995). Ce qui suggère que le réseau d’actine peut également participer au 
mouvement des mitochondries. 
  
Actine 
Le cytosquelette d’actine est une structure dynamique qui participe au maintien de la polarité 
cellulaire, au trafic intracellulaire des organelles, à la mobilité, à la division cellulaire. 
Chez la levure des mutations dans les monomères d’actine induisent une désorganisation des 
mitochondries (Drubin et al., 1993), et de nombreux articles ont caractérisé des protéines 
impliquées dans la localisation et le déplacement des mitochondries dépendant de l’actine. 
Cependant chez les eucaryotes supérieurs, les acteurs de ces interactions entre l’actine et les 
mitochondries sont beaucoup moins connus. 
Chez les eucaryotes supérieurs, les mitochondries peuvent également se déplacer le long des 
filaments d’actine (Ligon and Steward, 2000b; Morris and Hollenbeck, 1995). Des moteurs 
moléculaires sont impliqués dans ces mouvements (Nangaku et al., 1994; Tanaka et al., 
1998). Cependant le ou les moteurs moléculaires qui permettent le mouvement des 
mitochondries le long de l’actine n’ont pas été identifiés, même s’il existe de nombreux 
candidats potentiels dans la famille des myosines.  
Les mitochondries peuvent se déplacer le long du réseau d’actine. Mais ce réseau permet aussi 
l’ancrage mitochondrial : lorsque le réseau d’actine est désorganisé, le mouvement global des 
mitochondries augmente (Morris and Hollenbeck, 1995). Si les acteurs moléculaires qui 
contrôlent  le mouvement mitochondrial le long du réseau d’actine ne sont pas identifiés, en 
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revanche l’immobilisation des mitochondries sur ce réseau est mieux comprise. La fixation 
des mitochondries sur les filaments d’actine est régulée par la petite GTPase RhoA et son 
effecteur mDia1/diaphorous, ce qui contrôle la mobilité des mitochondries (Minin et al., 
2006)  : un dominant positif de Mdia1 inhibe la mobilité mitochondriale et les mitochondries 
restent fixées sur les micro-filaments d’actine. L’actine joue ainsi un rôle important dans le 
regroupement en clusters des mitochondries pré-synaptiques à la jonction neuromusculaire 
(Lee and Peng, 2006). Dans les axones, lors de l’accumulation localisée de mitochondries 
induite par des billes HB-GAM (Lee and Peng, 2006), les protrusions d’actine sont 
nécessaires pour permettre l’ancrage localisé des mitochondries. L’actine semble donc être un 
élément essentiel pour l’immobilisation, l’ancrage et l’accumulation des mitochondries à un 
site spécifique. 
Filaments intermédiaires 
Les travaux effectués sur les souris invalidées pour la desmine soulignent l’importance des 
filaments intermédiaires pour une répartition et une morphologie correctes des mitochondries. 
(Capetanaki, 2002; Paulin et al., 2004). De plus, une desmine tronquée induit l’agrégation 
focale des mitochondries (Schroder et al., 2003). Un phénotype identique est observé chez les 
patients dont le gène codant pour NF-L est muté, ce qui cause des neuropathies. Dans ce 
dernier cas, la concentration et la formation de clusters mitochondriaux périnucléaires  sont 
associées avec une diminution du transport axonal de NF (Brownlees et al., 2002; Perez-Olle 
et al., 2005; Straube-West et al., 1996). 
Morphologie mitochondriale 
Machinerie fusion/fission 
Un des processus clef dans le contrôle de la morphologie mitochondriale est l’équilibre entre 
la fusion et la fission (figure 19). Si l’équilibre penche vers la fusion, le réseau mitochondrial  
est tubulaire (Bleazard et al., 1999; Labrousse et al., 1999; Sesaki and Jensen, 1999; Smirnova 
et al., 2001), tandis que si l’équilibre penche vers la fission le réseau est vésiculaire (Chen et 
al., 2003; Hermann and Shaw, 1998). Les processus de fusion et de fission sont permanents. 
Ainsi si deux cellules sont fusionnées pour former une cellule hybride, en huit heures les deux 
populations mitochondriales se sont complètement mélangées (Chen et al., 2003; Legros et 
al., 2002). 
Les mitofusines 1 et 2 (MFN1 et MFN2) sont des GTPases de la famille des dynamines. 
Localisées à la membrane externe de la mitochondrie, elles sont essentielles pour le 
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regroupement et la fusion des membranes (Chen et al., 2003; Legros et al., 2002; Santel et al., 
2003; Santel and Fuller, 2001). MFN2 aurait un rôle régulateur (Ishihara et al., 2004), tandis 
que MFN1 serait impliquée dans la juxtaposition des membranes (Koshiba et al., 2004), 
2004). Lors du processus de fusion MFN1, protéine de la membrane externe, coopère avec la 
protéine Atrophie optique 1(OPA1), protéine de la membrane interne, une autre GTPase de la 
famille des dynamines (Cipolat et al., 2004). 
Lors du processus inverse de la fusion, la fission, la protéine DRP1 (Dynamin-related protein 
1), encore une GTPase membre de la famille des dynamines, initialement localisée dans le 
cytoplasme, transloque à la membrane externe de la mitochondrie où elle interagit avec 
hFIS1. DRP1 semble à la fois participer à la fusion des membranes externes et internes 
(Griffin et al., 2005; James et al., 2003; Smirnova et al., 2001; Yoon et al., 2003). 
Une nouvelle protéine, GDAP1, semble contrôler la fission des mitochondries, mais sa 
fonction au niveau moléculaire reste inconnue (Niemann et al., 2005). 
Fission/Fusion et régulation du transport et de la répartition des 
mitochondries 
L’invalidation des protéines de fusion Mfn1 ou Mfn2 semble s’accompagner d’une altération 
du mouvement directionnel (Chen et al., 2003). La mutation d’OPA1 ne se réduit pas à une 
modification morphologique des mitochondries, mais s’accompagne d’une mauvaise 
répartition de celles-ci (Delettre et al., 2000; Kamei et al., 2005). De même, Drp1 qui promeut 
la fission des mitochondries, favorise le transport antérograde (Varadi et al., 2004b): son 
invalidation induit une agrégation des mitochondries et diminue nettement la quantité de 
mitochondries présentes à la synapse (Verstreken et al., 2005), et l’absence de mitochondries 
dans les zones distales des cellules photo-réceptrices rend les drosophiles aveugles. De même 
l’invalidation de hFis1, partenaire de Drp1dans la fission, s’accompagne d’un problème dans 
la distribution subcellulaire des mitochondries (James et al., 2003; Yoon et al., 2003). Tous 
ces résultats montrent que la distribution subcellulaire des mitochondries est difficilement 
dissociable de leur morphologie et donc du fonctionnement de la machinerie de fusion et de 
fission. 
Fusion/fission et fonction mitochondriale  
L’importance fonctionnelle de l’équilibre entre la fusion et la fission est confirmée au niveau 
de l’organisme entier, l’invalidation des gènes Mfn1 ou Mfn2 chez la souris empêche le 
développement embryonnaire (Chen et al., 2003). Les gènes MFN2, GDAP1 et OPA1 sont  
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Figure 19 : Machinerie fusion/fission à la mitochondrie 
Machinerie de fusion (A). Les protéines Mfn1 et Mfn2, protéines transmembranaires, permettent l’apposition et 
la fusion des membranes mitochondriales externes. Mfn2 aurait un rôle régulateur. L’interaction de Mfn1 avec 
la protéine de la membrane interne Opa1 permettrait la fusion des membranes internes. 
Machinerie de fission (B). La protéine Drp1 cytosolique transloque à la mitochondrie où elle interagit avec 
hFis1. 
 
associés à des maladies neurodégénératives (Alexander et al., 2000; Delettre et al., 2000; 
Zuchner et al., 2004). Chez l’homme, la mutation du gène Opa1, gène fortement exprimé dans 
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la rétine, induit une agrégation des mitochondries qui  s’accompagne d’une atrophie optique 
de type 1 (OPA1), maladie génétique transmise de façon dominante (Delettre et al., 2000; 
Kamei et al., 2005). Les mutations de MFN2 ou de GDAP1 s’accompagnent d’une 
dégénérescence des neurones moteurs et sensoriels les plus longs (Zuchner and Vance, 2005; 
Zuchner et al., 2006) (Niemann et al., 2005). 
L’équilibre entre la fusion et la fission est essentiel pour la maintenance et l’homogénéisation 
de l’ADN mitochondrial (Chen et al., 2003; Kim et al., 2005; Nakada et al., 2001; Nunnari et 
al., 1997; Rapaport et al., 1998; Sesaki and Jensen, 1999). Il contrôle également l’état 
métabolique des mitochondries ( Chen et al., 2005; Chen et al., 2003; Delettre et al., 2000; 
Kim et al., 2005; Lodi et al., 2004). Un réseau interconnecté physiquement par la continuité 
de la matrice (lumière) mitochondriale  (Rizzuto et al., 1998) peut permettre le transfert de 
l’énergie ou du calcium entre différentes zones de la cellule (De Giorgi et al., 2000; 
Skulachev, 2001).  
Apotose/survie et fission/fusion 
Chez les cellules Hela et COS-7 l’apoptose peut être induite par l’ajout de staurosporine. La 
progression de l’apoptose s’accompagne d’une fragmentation des mitochondries. Cette 
fragmentation a également été observée in vivo chez le nématode : au cours du 
développement l’apoptose est utilisée pour éliminer les cellules surnuméraires (Jagasia et al., 
2005). Les mécanismes de fusion et de fission participent au processus apoptotique (figure 
19). Aux stades précoces de l’apotpose, Bax transloque aux sites de fission où les éléments de 
la machinerie fission-fusion s’accumulent en clusters et initient le processus de fragmentation 
(Karbowski et al., 2002). L’inhibition de la fusion dépendante de MFN1 (Karbowski et al., 
2004), ainsi que la translocation de Drp1 à la mitochondrie au cours de l’apoptose, induisent 
une fragmentation des mitochondries (Frank et al., 2001), à laquelle succède une perte du 
potentiel membranaire, l’ouverture du PTP (Permeability Transition Pore), une rétraction de 
la matrice, une augmentation de la perméabilité de la membrane externe, une réorganisation 
des cristae (Germain et al., 2005) qui s’accompagne de la libération de nombreux facteurs 
apoptotiques, notamment le cytochrome C et vAIF. Dans le cytosol, ceux-ci jouent le rôle de 
cofacteurs des caspases et participent aux cascades protéolytiques. Les concentrations 
calciques cytosoliques contrôlent de nombreuses protéases, kinases et phosphatases 
impliquées dans l’apoptose. 
Chez la levure la fragmentation des mitochondries induite par l’orthologue de DRP1, Dnm1, 
promeut une mort cellulaire similaire à l’apoptose (Fannjiang et al., 2004). Chez les  
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Figure 20 : La structure du réseau mitochondrial influence l’entrée et la progression de l’apoptose à deux 
niveaux : les interactions entre le RE et les mitochondries, l’équilibre fusion/fission. 
(A)Interactions entre le RE et les mitochondries. L’interaction étroite entre le RE et les mitochondries favorise 
les transferts de calcium et l’entrée en apoptose. 
(B)Equilibre fusion/fission. Le processus de fission favorise la libération du calcium et des facteurs 
proapoptotiques par les mitochondries, tandis que la fusion inhibe la progression de l’apoptose. 
 
mammifères, l’expression des protéines de fusion, MFN1 et MFN2, seules ou ensemble, 
empêche l’entrée en apoptose (Neuspiel et al., 2005; Sugioka et al., 2004). De même, la 
transfection d’un mutant dominant négatif Drp1 inhibe la fission des mitochondries, la chute 
du potentiel de membrane delta psi, la libération du cytochrome c, et l’apoptose (Frank et al., 
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2001; Karbowski et al., 2002; Lee et al., 2004b). Chez le nématode l’inhibition de Drp1 
s’accompagne de l’apparition de cellules surnuméraires lors du développement (Jagasia et al., 
2005). Lors de l’apoptose induite par un transfert de calcium entre RE et mitochondries, la 
translocation de Drp1 et la fragmentation des mitochondries sont dépendantes du calcium 
(Breckenridge et al., 2003). 
Ainsi la rupture de l’équilibre entre fusion et fission s’accompagne d’une rupture de 
l’équilibre entre les signaux de survie et d’apoptose. La machinerie de fusion et de fission est 
donc un acteur direct dans le contrôle de l’entrée et de la progression de l’apoptose. La fusion 
peut inhiber l’apoptose, tandis que la fission est nécessaire à la progression de la voie 
apoptotique mitochondriale. Nous verrons par la suite qu’en plus de la morphologie, la 
distribution des mitochondries, notamment par rapport au RE, contrôle la progression de 
l’apoptose. 
 
L’étude de la machinerie moléculaire qui contrôle les processus de fission et de fusion est 
récente, a connu des progrès très rapides, et est très à la mode. Mais d’autres processus jouent 
probablement un rôle clef dans le contrôle de la morphologie mitochondriale, notamment des 
protéines structurelles qui contrôlent la courbure des membranes comme cela a été décrit pour 
le RE par exemple avec les protéines Rtn4a/NogoA et DP1/Yop1p (Voeltz et al., 2006). 
D’autres axes prometteurs sont : la découverte de protéines impliquées dans la morphologie 
des cristae comme OPA1 qui ouvrent de nouveaux champs d’exploration, ou, bien que déjà 
étudiée, la régulation des sites de contacts entre membranes interne et externe des 
mitochondries qui réserve probablement encore de nombreuses surprises. 
Il reste à identifier quels sont les régulateurs, les stimuli, les senseurs, qui permettent une 
hétérogénéité de morphologie mitochondriale dans une même cellule. Si la morphologie des 
mitochondries varie d’un type cellulaire à l’autre, elle varie également dans une même cellule, 
par exemple dans les neurones corticaux, les mitochondries présynaptiques sont plus 
vésiculaires tandis que les mitochondries postsynaptiques sont plus tubulaires (Chang et al., 
2006). Cette morphologie est donc finement régulée et ne se réduit pas à un déplacement 
d’équilibre entre protéine de fusion et protéine de fission, régulé au niveau transcriptionnel. 
Dans la cellule, chaque microenvironnement doit comporter des molécules régulatrices de 
cette morphologie. Et il reste à identifier au niveau physiologique quels stimulus contrôlent de 
façon locale et dynamique la morphologie mitochondriale. 
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Calcium et contrôle de la mobilité et du positionnement 
mitochondrial 
Au cours de la fécondation des ovocytes, suite à la vague calcique, les mitochondries 
précédemment réparties dans tout le cytoplasme s’accumulent autour du noyau (Barnett et al., 
1996; Bavister and Squirrell, 2000; Squirrell et al., 2001; Squirrell et al., 2003). Quelles que 
soient les conditions physiologiques qui induisent une modification du positionnement 
mitochondrial, le calcium y joue un rôle clef.  
Chez les neurones, l’application localisée de NGF sur l’axone induit une accumulation 
localisée de mitochondries via le récepteur Trka (Chada and Hollenbeck, 2004). Les voies PI3 
and MAPK sont en aval de TrkA. Les niveaux de phosphatidyl inositol 4,5 biphosphate 
modifient par ailleurs la direction, et diminuent également le mouvement des mitochondries le 
long des microtubules (De Vos et al., 2003). Il est connu que le clivage du phosphatidyl 
inositol 4,5 biphosphate produit de l’inositol 1, 4, 5-triphosphate qui a son tour mobilise les 
stocks calciques pour induire une oscillation des concentrations de calcium cytosoliques. 
Ainsi le mouvement des mitochondries est inhibé par les signalisations calciques induites par 
le récepteur à la ryanodine ou le récepteur à l’IP3.  
Dans les cellules neurales, l’application de la molécule HB-GAM induit la formation des 
canaux calciques en clusters, ce qui  induit des micro-domaines à calcium. L’application de 
cette même molécule induit également l’agrégation en clusters des mitochondries (Lee and 
Peng, 2006).  
L’inhibition du mouvement mitochondrial est calcium-dépendant lors d’une stimulation des 
récepteurs NMDA dans les neurones (Rintoul et al., 2003). Cette immobilisation des 
mitochondries aux zones à forte concentration calcique, favorise leur accumulation dans ces 
zones, et les mitochondries peuvent alors tamponner de façon locale les augmentations de 
concentrations calciques (Yi et al., 2004).  
Cependant l’entrée de calcium à l’intérieur des mitochondries n’est pas nécessaire pour 
inhiber le mouvement mitochondrial, le ou les senseurs à calcium qui régulent la mobilité des 
mitochondries sur les microtubules restent à identifier. Il existe plusieurs candidats potentiels, 
notamment deux protéines caractérisées au niveau structural par la présence d’un domaine 
senseur à calcium, la main EF. Ce domaine est présent chez Miro (Fransson et al., 2003; 
Frederick et al., 2004) et sa mutation induit une agrégation des mitochondries (Fransson et al., 
2006). La S100B (Vance and Steenbergen, 2005) pourrait également réguler la répartition des 
mitochondries. 
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Interactions entre le RE et les mitochondries 
Interaction physique entre le RE et les mitochondries 
L’observation en microscopie électronique de sites de contacts entre le RE et les 
mitochondries dans de nombreux types cellulaires est assez ancienne (Franke and Kartenbeck, 
1971; Pickett et al., 1980; Shore and Tata, 1977; Sommer and Johnson, 1970), mais il n’était 
pas clair que ces jonctions soient stables, et représentatives de domaines fonctionnels, plutôt 
qu’une association aléatoire. Des techniques de fixation des tissus plus récentes, comme la 
congélation ultrarapide, ont renforcé l’idée que les structures observées, où le RE et les 
mitochondries sont physiquement associés, ne sont pas des artefacts de fixation (Pezzati et al., 
1997).  La microscopie électronique à haut voltage, associée à des reconstitutions 3D, montre 
que dans les cellules hépatiques les mitochondries peuvent être enveloppées par les 
membranes du RE, enfouies entre les différentes lamelles du RE (Mannella, 2000; Mannella 
et al., 1998) (figure 21).  
La plus grande avancée a été permise par l’augmentation de la résolution de l’imagerie à 
fluorescence sur cellules vivantes, ce qui a permis de montrer que de telles interactions sont 
physiologiques (figure 21). Sur des cellules Hela vivantes il a ainsi été montré que les 
mitochondries sont en contact étroit avec le réticulum sur 15 % de leur surface, et la distance 
entre ces deux organelles est au moins inférieure à 100 nm, une résolution plus fine ne 
pouvant être obtenue sur des cellules vivantes (Rizzuto et al., 1998).  
Dans le RE certaines protéines ne sont pas réparties de façon homogène, et définissent des 
micro-domaines associés aux mitochondries. Ainsi en microscopie photonique à fluorescence 
il a été montré dans différents types cellulaires un fort recouvrement du marquage entre les 
mitochondries et certaines protéines du RE, le récepteur à l’IP3 (Jaconi et al., 2000; Mignery 
et al., 1989; Satoh et al., 1990; Simpson et al., 1997; Simpson et al., 1998; Takei et al., 1992), 
le récepteur RyR (Sharma et al., 2000), la pompe à calcium SERCA (Simpson et al., 1997), la 
calreticulin, ou le récepteur AMF-R. Il n’existe pas un tel recouvrement pour d’autres 
protéines réparties de façon plus homogène dans le réseau du RE. 
 Enfin l’interaction physique entre les mitochondries et une sub-fraction du RE a été montrée 
par des approches biochimiques  (Achleitner et al., 1999; Gaigg et al., 1995). Le 
fractionnement par centrifugation différentielle permet de séparer les mitochondries des autres 
organelles, notamment du RE, à l’exception d’une petite fraction de celui-ci, les membranes 
associées aux mitochondries (MAM). Différents marqueurs caractérisent ces MAMs : la PSS1 
et PSS2 (Simbeni et al., 1991; Stone and Vance, 2000; Vance, 1990), l’acyl-CoA : cholestérol  
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Figure 21 : Interaction entre mitochondries et RE 
Microscopie à fluorescence sur cellules vivantes  (d’après (Varadi et al., 2004a)) (A). L’utilisation de 
marqueurs fluorescents spécifiques des mitochondries et du RE, ici en rouge et vert respectivement, permet la 
reconstitution en 3D des réseaux de mitochondries et de RE de cellules vivantes. Il a pu ainsi être montré que 15 
% de la surface des mitochondries est étroitement associé avec le RE. 
Photos de microscopie électronique (C) et reconstitution  3D (D) de l’interaction entre mitochondries et RE 
dans des hépatocytes. Il est important de noter l’association étroite entre le RE (représenté en bleu en D) et la 
membrane mitochondriale externe (en rose). Les zones opaques aux électrons à cette interface suggèrent que 
des complexes protéiques pourraient être impliqués dans le pontage entre le RE et les mitochondries. La 
membrane mitochondriale interne est représentée en jaune, et les cristae en vert. (Figure produite par Dr 
Carmen Mannela, Albany, NY) 
 
acyltransférase (Rusinol et al., 1994), la diacylglycérol acyltransférase (Rusinol et al., 1994), 
l’acyl-CoA synthase-4 (Lewin et al., 2001), la protéine de synthèse du 
glycosylphophatidylinositol (Vidugiriene et al., 1999) ou la PEMT2. Ces marqueurs des 
MAMs définissent un micro-domaine du RE associé aux mitochondries. D’autres marqueurs 
ubiquitaires du RE ne sont pas associés aux mitochondries. Les MAM ont été isolées à partir 
de différents tissus, cultures cellulaires de mammifères ou de levures (Achleitner et al., 1999; 
Shiao et al., 1995; Simbeni et al., 1991; Stone and Vance, 2000; Vance, 1990; Vance, 1991). 
La possibilité de dissocier sur gradient de densité les MAM des mitochondries, confirme que, 
A B 
C D 
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bien qu’étroitement associées, les membranes des mitochondries et du RE ne fusionnent pas, 
ou en des points très ténus.  
Côté mitochondrial, des études suggèrent que les zones apposées au RE sont enrichies en 
contacts entre membranes internes et externes (Ardail et al., 1993; Ardail et al., 1991; Gaigg 
et al., 1995). Le canal VDAC est enrichi aux zones de contacts entre membranes internes et 
externes de la mitochondrie mais également aux zones de contacts entre les membranes 
externes des mitochondries et le RE (Shoshan-Barmatz et al., 2004). Le transporteur de 
nucléotides ANT et la créatine kinase mitochondriale  participent également aux complexes 
protéiques qui organisent ces zones de contacts (Beutner et al., 1996; Kottke et al., 1994). Une 
fois encore, cet aspect morphologique des mitochondries est dynamique (Knoll and Brdiczka, 
1983). La structure des sites de contacts est variable et leur nombre augmente en présence 
d’ADP ou d’atractyloside (Bucheler et al., 1991). La surexpression de la créatine kinase dans 
des souris transgéniques augmente d’un facteur trois le nombre de sites de contacts entre les 
membranes mitochondriales  internes et externes (Rojo et al., 1991; Speer et al., 2005). 
Ces différentes approches complémentaires, microscopie électronique, microscopie à 
fluorescence sur cellules vivantes ou fixées, fractionnement biochimique, montrent qu’un 
compartiment du RE, enrichi dans une machinerie de signalisation calcique et de synthèse de 
phospholipides, interagit avec la membrane mitochondriale externe qui est elle-même apposée 
à la membrane mitochondriale interne. Nous verrons que ces microdomaines où, membrane 
du RE, membrane interne, et membrane externe des mitochondries sont apposées, permettent 
une spécialisation  fonctionnelle : le transfert de calcium, de nucléotides, et de 
phospholipides.  
Interaction RE-mitochondrie et transfert de la PS 
De nombreuses études ont montré que le transport de phospholipides entre les organelles est 
différent du transport vésiculaire employé par les protéines membranaires et sécrétées. Cela a 
notamment été montré pour la PC (Kaplan and Pedersen, 1985), la PE (Sleight and Pagano, 
1983; Vance, 1991), et la PS (Voelker, 1989b; Voelker, 1990). 
La PS est synthétisée par les PSS1 et PSS2, des enzymes présentes dans les MAM et absentes 
du reste du RE (figure 22). Directement transférée à la mitochondrie, la PS est rapidement 
décarboxylée par la PSD qui est localisée à la face externe de la membrane interne de la 
mitochondrie (Percy et al., 1983; Zborowski et al., 1983). L’étape limitante est le transfert des 
MAMs à la mitochondrie (Voelker, 1989b). L’utilisation de dinitrophénol pour rompre les 
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interactions entre les membranes internes et externes des mitochondries, s’accompagne d’une 
diminution du transfert de la PS (Hovius et al., 1992). 
 
Figure 22 : Représentations schématiques des voies de biosynthèse de la phosphatidyl éthanolamine.  
Chez les mammifères deux voies majeures de biosynthèse de la phosphatidylethanolamine (PE) existent. 
(A)La voie CDP-éthanolamine ou voie Kennedy (Kennedy, 1956). La réaction finale, catalysée par la CDP-
éthanolamine :1,2-diacylglycérol éthanolaminephosphotransferase (CEDEP), a lieu dans le RE où la CDP-
éthanolamine (CDPE) est convertie en PE 
(B)La voie de décarboxylation de la phosphatidylserine (Borkenhagen, Kennedy, Fielding, 1961). La réaction 
finale, catalysée par la phosphatidylserine décarboxylase, a lieu à la surface externe de la membrane interne de 
la mitochondrie et convertit la PS en PE. 
 
Le transport de la PS des mitochondries au RE a été étudié par différentes approches : cellules 
entières (Trotter et al., 1993; Trotter and Voelker, 1995; Vance, 1990; Vance, 1991; Voelker, 
1989b), système de transport reconstitué comprenant des mitochondries et des MAM (Shiao 
et al., 1998; Shiao et al., 1995; Voelker, 1989b), et cellules perméabilisées (Achleitner et al., 
1995; Voelker, 1990; Voelker, 1991; Wu and Voelker, 2001). L’ensemble de ces approches 
confirme qu’un contact physique, une association étroite entre RE et mitochondrie, est 
nécessaire pour le transfert de la PS (Achleitner et al., 1999; Simbeni et al., 1990; Simbeni et 
al., 1991; Vance, 1990; Vance, 1991). La PS qui est décarboxylée en PE, provient d’un pool 
de PS nouvellement synthétisée, plutôt que de l’ensemble du stock cellulaire de PS, suggérant 
qu’il existe une compartimentalisation de différents pools de PS dans la cellule (Bjerve, 1985; 
Vance, 1991). Des expériences de pulse-chase dans des cellules CHO, combinées à des 
fractionnements subcellulaires, montrent que la PS est transférée des MAM vers la 
PE 
CEDEP 
CDP-E 
E RE PS 
PS 
PE 
PS 
decarboxyl
ase 
Noyau 
 - 69 - 
mitochondrie (Shiao et al., 1995). Lorsque les cellules sont perméabilisées, et que des cellules 
donneuses, synthétisant de la PS radiomarquée, sont incubées en présence de cellules 
accepteuses, il n’y a pas de production de PE radiomarquée dans les cellules accepteuses. Ce 
qui montre qu’un contact étroit entre les MAM, donneuses de PS, et la mitochondrie, 
accepteuse de PS, est nécessaire (Voelker, 1993). 
Dans des cellules de mammifères intactes ou perméabilisées, le transfert de la PS du RE vers 
les mitochondries requiert de l’ATP (Shiao et al., 1995; Voelker, 1985; Voelker, 1989b; 
Voelker, 1990). Des expériences où des mitochondries sont traitées à la trypsine montrent que 
l’import de PS à la mitochondrie nécessite la présence d’une protéine à la membrane externe 
de la mitochondrie (Shiao et al., 1998). Chez les mammifères, aucun gène impliqué dans le 
transfert de la PS n’a été identifié. Il existe dans les cellules CHO un mutant du transfert de la 
PS présentant une activité normale de synthèse de PS et de sa décarboxylation. Mais le cDNA 
complémentant cette mutation n’a pas été identifié (Emoto et al., 1999).  
Certains facteurs cytosoliques pourraient réguler le transport de PS du RE vers les 
mitochondries. L’ajout de S100B recombinante sur des cellules CHO perméabilisées stimule 
le transfert de PS entre RE et mitochondries. Cet effet de la S100B dépend du calcium et de 
l’ATP. Il a ainsi été proposé que la S100B augmente les sites de contacts entre le RE et les 
mitochondries (Vance and Steenbergen, 2005). 
Le transfert de la PS du RE à la mitochondrie n’est pas la seule voie qui permette la 
biosynthèse de PE. Chez les eucaryotes supérieurs, la PE peut également être synthétisée par 
la voie CDP-éthanolamine (Henneberry et al., 2002; Kennedy, 1956; Vance, 1988). 
L’importance relative de ces deux voies dépend du type cellulaire. Dans les hépatocytes de 
rats (Sundler and Akesson, 1975; Tijburg et al., 1989) et dans le coeur de hamster (Zelinski 
and Choy, 1982), la voie CDP-éthanolamine est le contributeur majeur du pool de PE. Au 
contraire, dans les cellules CHO, même quand le milieu est supplémenté en ethanolamine, le 
précurseur de la PE dans la voie CDP-éthanolamine, la décarboxylation de la PS produit plus 
de 80% de la PE (Kuge et al., 1986; Miller and Kent, 1986; Voelker, 1984). 
MAM et tunnel à calcium semblent être une unique et même structure, un micro-domaine du 
RE étroitement associé aux mitochondries. Ainsi la PSS localisée dans les MAM est régulée 
par le calcium (Wu and Voelker, 2002). 
Si tous les arguments présentés ci-dessus soulignent l’importance des contacts entre le RE et 
les mitochondries, il n’existe malheureusement pas à ce jour d’étude utilisant des mutants 
pour perturber cette interaction, et démontrant que la perturbation de cette interaction 
s’accompagne de la perturbation du transport de PS. 
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Contacts RE-mitochondries : un micro-domaine à forte concentration 
calcique 
Dans les mitochondries, le potentiel de membrane généré par la chaîne respiratoire, permet 
l’entrée du calcium à travers la membrane interne via un transporteur éléctrogénique, 
l’uniporteur qui n’a jamais été identifié au niveau moléculaire. L’affinité de l’uniporteur pour 
le calcium est faible, mesurée sur des mitochondries purifiées et isolées, elle est de l’ordre de 
10 µM, alors que les concentrations calciques cytosoliques sont de l’ordre de 0.1-2 µM. Cette 
affinité semble incompatible avec l’accumulation de calcium par les mitochondries à des 
concentrations calciques physiologiques. Pourtant la mesure des concentrations calciques 
mitochondriales à l’aide de sondes fluorescentes (Rizzuto et al., 1992) a permis de montrer 
dans les cellules Hela que la génération d’IP3 s’accompagne d’une augmentation rapide de la 
concentration calcique dans les mitochondries (Rizzuto et al., 1993) (figure 23 et figure 24). 
Pour observer une augmentation des concentrations calciques mitochondriales similaires, des 
cellules perméabilisées à la digitonine doivent être exposées à des concentrations calciques de 
l’ordre de 5-10 µM, soit 10 à 20 fois supérieures à celles mesurées dans le cytoplasme de 
cellules stimulées. Si les mitochondries peuvent rapidement incorporer le calcium, c’est dans 
des zones bien précises, des micro-domaines, à proximité de canaux de la membrane 
plasmique ou du RE, où le calcium atteint des concentrations nettement plus élevées. Si 
d’autres sources de calcium peuvent induire une augmentation des concentrations calciques 
mitochondriales, le calcium en provenance  du RE, libéré par l’IP3, reste le plus efficace 
(Collins et al., 2001). Lorsque sont analysées au niveau subcellulaire les entrées de calcium à 
la mitochondrie induites par l’activation des récepteurs RyR ou IP3, il existe une 
hétérogénéité entre les mitochondries, soulignant que seule une fraction des mitochondries est 
associée au RE, et que la répartition subcellulaire des mitochondries est essentielle, d’un point 
de vue fonctionnel, à l’entrée du calcium (Drummond et al., 2000; Rizzuto et al., 1998). 
Seule une petite fraction du RE est associée aux mitochondries, et dans cette fraction du RE il 
existe un regroupement en clusters de la machinerie de transfert du calcium : le récepteur à 
l’IP3 (Jaconi et al., 2000; Mignery et al., 1989; Satoh et al., 1990; Simpson et al., 1997; 
Simpson et al., 1998; Takei et al., 1992), le récepteur RyR (Sharma et al., 2000), la pompe 
SERCA (Simpson et al., 1997), et la calréticuline. Il existe donc un véritable tunnel à calcium 
entre le RE et les mitochondries (figure24). Le canal VDAC, localisé dans la membrane 
externe mitochondriale, est enrichi aux interfaces avec le RE et la membrane mitochondriale 
interne (Shoshan-Barmatz et al., 2004), permet le passage des nucléotides adénines, du 
calcium, et de nombreux autres métabolites. Il est donc un composant du tunnel entre le RE et 
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la matrice de la mitochondrie. La surexpression de VDAC augmente ainsi le transfert de 
calcium entre le RE et les mitochondries (Rapizzi et al., 2002). 
Ainsi les pics de concentration calcique observés dans l’espace inter-membranaire 
mitochondrial sont supérieurs à ceux observés dans le reste du cytosol. Pour le transfert de 
calcium entre le RE et les mitochondries, certains auteurs parlent de transfert quasi synaptique 
(Csordas et al., 1999), dans ces micro-domaines le calcium pouvant atteindre des 
concentrations de l’ordre de 15 µM, ou plus, 100µM au contact des récepteurs IP3 (Neher, 
1998). Et seules les concentrations calciques élevées atteintes dans ces micro-domaines 
semblent pouvoir expliquer les entrées calciques rapides et massives dans les mitochondries. 
Les augmentations calciques mitochondriales suite à une libération du calcium par le RE via 
la stimulation des IP3R ont été montrées dans de nombreux types cellulaires, astrocytes, 
fibroblastes L929, ostéosarcome143B, hépatocytes primaires (Boitier et al., 1999; Hajnoczky 
et al., 1995; Rizzuto et al., 1994). Mais la libération du calcium du RE et son accumulation 
consécutive aux mitochondries peuvent être stimulées par d’autres voies, la voie des 
récepteurs à la ryanodine dans les cellules musculaires (Brini et al., 1997; Szalai et al., 2000). 
Ainsi dans les cellules musculaires les variations des concentrations calciques 
mitochondriales sont aussi rapides que les variations cytosoliques et peuvent avoir des 
fréquences élevées (Robert et al., 2001; Szalai et al., 2000). Une corrélation entre les 
variations calciques mitochondriales et les contractions musculaires peut ainsi être 
observée(Rudolf et al., 2004). 
Un stress au RE, comme par exemple une infection par l’hépatite C, induit l’augmentation 
d’expression d’une forme tronquée de SERCA, S1T, qui s’accumule dans les MAMs (Chami 
Mounia, 2006). L’accumulation de S1T s’accompagne d’une augmentation des contacts entre 
le RE et les mitochondries et des flux calciques entre le RE et les mitochondries. Puis les 
mitochondries gonflent, se dissocient du RE, et entrent en apoptose . L’invalidation de S1T 
diminue l’induction de l’apoptose. L’utilisation d’un tel mutant confirme que la formation de 
contact entre le RE et les mitochondries favorise les transferts de calcium. 
Homéostasie calcique et contacts RE-mitochondries 
Lorsque l’accumulation de S1T s’accompagne d’une augmentation des contacts et des 
transferts de calcium entre le RE et les mitochondries, il est à noter que la perturbation la plus 
précoce est la perturbation de la fonction de SERCA, un composant essentiel dans le maintien 
de l’homéostasie calcique. D’autres expériences suggèrent que l’homéostasie calcique joue un 
rôle crucial dans la régulation des interactions entre le RE et les mitochondries. Dans les  
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Figure 23 : Représentation schématique des contacts entre RE et mitochondries. 
Une fraction du RE, nommé MAM (Mitochondria Associated Membrane) est étroitement associée aux 
mitochondries dans une zone enrichie en contacts entre membranes mitochondriales externes et internes. Les 
MAM se définissent par des marqueurs comme la PSS ou l’IP3R. A la mitochondrie, le canal VDAC, pore de la 
membrane externe, et ANT1, transporteur des nucléotides à la membrane interne, établissent les contacts entre 
ces membranes. 
Ce micro-domaine entre RE et mitochondries est essentiel pour les échanges de calcium, de phosphatidylserine, 
et de nucléotides entre ces deux organelles. Il existe des interactions entre ces différents transports : les flux 
calciques du RE à la mitochondrie stimulent (+) le transfert de PS et la synthèse d’ATP à la mitochondrie, la 
synthèse locale d’ATP par la mitochondrie stimule(+) l’activité de la pompe à calcium du RE : SERCA. 
 
cellules musculaires, l’application d’acétylcholine s’accompagne d’une augmentation 
calcique cytosolique, et favorise les contacts entre le réticulum sarcoplasmique et les 
mitochondries (Dai et al., 2005). Même si lors de cette étude il n’a pas été montré que cet 
effet de l’acétylcholine était directement dépendant du calcium, il a été montré par ailleurs sur 
une lignée cellulaire MDCK que les interactions entre le RE et les mitochondries sont 
régulées par les concentrations calciques cytosoliques. A des concentrations inférieures à 100 
nM la dissociation est favorisée, tandis qu’à des concentrations supérieures à 1 µM cette 
interaction est favorisée (Wang et al., 2000b). Le senseur à calcium qui contrôle ces 
interactions reste à identifier. Il a été proposé que la S100B régule les sites de contact entre le 
RE et les mitochondries par une interaction dépendante  du calcium avec une cible (Vance 
and Steenbergen, 2005). 
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Microtubules et zones de contacts 
Ces zones de contact entre le RE et les mitochondries sont régulées et leur superficie 
augmente par exemple au cours de l’apoptose induite par la céramide C2, favorisant ainsi les 
transferts de calcium entre la mitochondrie et le RE. Dans ce cas, il existe un lien direct entre 
la régulation des mouvements des mitochondries le long du réseau de microtubules et la 
régulation de la superficie de contact entre le RE et les mitochondries. L’activation de CDK5, 
induit une phosphorylation de la protéine Tau et sa libération des microtubules. Les 
mitochondries s’accumulent alors autour du centrosome dans une zone périnucléaire où elles 
forment des contacts avec le  RE (Darios et al., 2005).  
L’invalidation du moteur moléculaire qui permet le mouvement antérograde des 
mitochondries le long des microtubules (Tanaka et al., 1998; Wu et al., 1998), ou 
l’invalidation des protéines adaptatrices Milton (Glater et al., 2006)  ou Miro (Guo et al., 
2005) qui établissent les contacts entre ce moteur et les mitochondries, induisent une 
accumulation périnucléaire des mitochondries, dans une zone par ailleurs enrichie en RE. Le 
réseau de microtubules pourrait donc jouer un rôle crucial dans la régulation des interactions 
entre le RE et les mitochondries.  
 
La perturbation de l’interaction des mitochondries avec le cytosquelette modifie la proportion 
des mitochondries qui interagissent avec le RE. Mais cette conséquence peut être indirecte, le 
pool de mitochondries disponibles est peut-être simplement modifié. Le mécanisme 
moléculaire qui permet l’interaction entre les mitochondries et le RE reste inconnu. 
L’interaction s’effectue-t-elle via des protéines adaptatrices qui établissent un pontage entre 
les mitochondries et le RE, comme certaines images de microscopie électronique peuvent le 
suggérer, ou cette interaction est-elle générée de façon indirecte par une interaction  localisée 
et contrôlée des mitochondries et du RE  avec des composants du cytosquelette ?  
Interactions mitochondries-RE et régulation de la signalisation calcique 
cytosolique 
Les mitochondries tamponnent les entrées massives et rapides de calcium, puis libèrent celui-
ci de façon progressive et prolongée (Babcock et al., 1997). Aux zones d’apposition entre les 
mitochondries et le RE, l’entrée du calcium dans les mitochondries limite les augmentations 
locales en calcium, et ralentit la propagation des vagues calciques comme cela a été montré 
dans les astrocytes, les cellules à acinus du pancréas, les cardiomyocytes (Boitier et al., 1999; 
Jaconi et al., 2000; Tinel et al., 1999). De nombreuses études suggèrent que l’entrée du 
calcium aux mitochondries a un effet important sur la signalisation calcique cytosolique, 
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« spikes » et oscillations (Babcock et al., 1997; Boitier et al., 1999; Hajnoczky et al., 1999; 
Ichas et al., 1997; Jaconi et al., 2000; Jouaville et al., 1995; Landolfi et al., 1998; Simpson et 
al., 1997; Tinel et al., 1999). Si l’entrée massive du calcium dans les mitochondries peut 
tamponner directement et localement les concentrations calciques cytosoliques proches des 
mitochondries, s’ajoute à cet effet direct un rétrocontrôle des concentrations calciques sur la 
probabilité d’ouverture des canaux IP3 du réticulum (Boitier et al., 1999; Hajnoczky et al., 
1999; Jouaville et al., 1995; Landolfi et al., 1998).  
Au contraire, dans les cellules Hela, les oligodendrocytes, et les CPO, il a été montré que les 
mitochondries favorisent la propagation intracellulaire des vagues calciques (Collins et al., 
2000; Simpson et al., 1998; Simpson and Russell, 1996). Dans les CPO les sites d’initiation 
des vagues calciques sont toujours associés avec les mitochondries et régulent la transduction 
du signal IP3 (Haak et al., 2002). Dans les astrocytes, les mitochondries, et un microdomaine 
du RE, défini par des protéines comme la calréticuline et le récepteur à l’IP3, colocalisent aux 
sites d’initiation et d’amplification des vagues calciques. 
Enfin, dans les cellules β-pancréatiques il a été montré que les mitochondries enrichies aux 
zones perinucléaires contrôlent l’homéostasie calcique et donc la transcription des gènes 
nucléaires. 
Les interactions entre le RE et les mitochondries jouent donc un rôle clef dans la régulation 
spatio-temporelle des signaux calciques cytosoliques. 
Influence des interactions mitochondries-RE, sur l’homéostasie calcique 
et le métabolisme mitochondrial 
L’augmentation des concentrations calciques mitochondriales s’accompagne d’une 
augmentation du métabolisme mitochondrial. Des enzymes du cycle de KREBS, NAD+- 
isocitrate déhydrogenase, α-kétoglutarate déhydrogénase, oxoglutarate déhydrogénase et 
pyruvate déhydrogénase, sont régulées par les concentrations calciques de la matrice (Denton 
et al., 1980; Hansford and Castro, 1982). Des expériences récentes montrent un couplage 
direct entre l’activation de l’IP3R ou du RyR, l’augmentation du transfert de calcium du RE à 
la mitochondrie, et l’augmentation du métabolisme mitochondrial avec une augmentation des 
concentrations de NADH et d’ATP (Brandes and Bers, 1997; Hajnoczky et al., 1995; Ichas et 
al., 1997; McCormack et al., 1990; Pralong et al., 1994; Rizzuto et al., 1994; Robb-Gaspers et 
al., 1998; Rohacs et al., 1997; Rutter et al., 1996). Les productions de NADH dépendent de la 
fréquence des oscillations calciques : à basse fréquence correspondent des oscillations de 
NADH, à haute fréquence l’augmentation de NADH est maintenue et stabilisée. 
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Aux sites de contact entre le RE et les mitochondries, la production locale d’ATP et 
l’élimination de l’ADP par la mitochondrie, semblent nécessaires au stockage du calcium par 
le RE (Kaasik et al., 2001; Landolfi et al., 1998; Saks et al., 2001). L’utilisation de formes 
mutantes ou délétées de la desmine ou de la protéine LIM ont permis de montrer que les 
interactions entre les mitochondries et le RS sont essentielles pour le transfert de nucléotides 
et le bon fonctionnement de la pompe à calcium SERCA (Wilding et al., 2006) (figure 23). 
L’association entre le RE et les mitochondries s’avère alors cruciale pour une contraction 
musculaire normale. 
RE-mitochondries et apoptose 
Le positionnement des mitochondries est essentiel dans l’initiation et la progression de 
l’apoptose : l’induction de l’apoptose dans les mitochondries n’est pas synchrone (Berridge, 
2002; Collins et al., 2002; Lemasters et al., 1998). L’apoptose induite par les céramides, la 
staurosporine, l’acide arachidonique, ou le stress oxydatif, dépend de la libération du calcium 
par le RE qui est directement transféré aux mitochondries (Darios et al., 2003; Darios et al., 
2005; Muriel et al., 2000; Scorrano, 2003; Szalai et al., 1999). A cela succède une 
altération`de la morphologie des mitochondries : chute du potentiel membranaire, ouverture 
du complexe protéique PTP (Permeability Transition Pore), rétraction de l’organelle, 
fragmentation du réseau mitochondrial, rupture de la membrane externe et libération de 
facteurs apoptogéniques comme le cytochrome C ou AIF (Bernardi et al., 1998; Petit et al., 
1998; Petronilli et al., 1994; Skulachev, 1996).  
Libération du calcium par le RE 
Les concentrations calciques au RE peuvent être réduites par différentes approches : 
diminution des concentrations extracellulaires en calcium, inhibition de l’ATPase à calcium 
du RE, surexpression de l’ATPase à calcium de la membrane plasmique, double invalidation 
de Bax et Bak, surexpression de Bcl2. Quelle que soit l’approche utilisée, si les concentrations 
calciques du RE sont réduites, la surcharge calcique mitochondriale et les modifications 
associées disparaissent (Pinton et al., 2000; Pinton et al., 2001; Scorrano, 2003), et l’apoptose 
est retardée ou abolie. Au contraire si l’ATPase du réticulum sarcoendoplasmique est 
surexprimée, l’augmentation des concentrations calciques au RE s’accompagne d’une 
augmentation des entrées calciques à la mitochondrie, d’une apoptose accrue, qu’elle soit 
spontanée, ou induite par l’acide arachidonique, la C2-céramide,  le stress oxidatif  (Ma et al., 
1999; Scorrano, 2003). La calréticuline est une protéine du RE qui tamponne le calcium, et 
diminue la réserve de calcium libérable par le RE, sa surexpression s’accompagne d’une mort 
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cellulaire réduite (Pinton et al., 2001) et son  invalidation d’une mort cellulaire accrue 
(Nakamura et al., 2000). Plus que les concentrations calciques au RE, c’est donc 
véritablement la libération du calcium par le RE qui est critique. 
Transfert du calcium à la mitochondrie 
Les flux calciques sont facilités par la connexion physique entre les mitochondries et le RE 
(Filippin et al., 2003) (figure 19 et figure 23). L’apoptose, qu’elle soit induite par les 
céramides (Muriel et al., 2000), la surexpression de la protéine MIRO (Fransson et al., 2003), 
de S1T (GG) ou l’activation de CDK5 (Darios et al., 2005), s’accompagne d’une 
augmentation des contacts avec le RE qui favorise les flux calciques, et précède le processus 
de fragmentation mitochondrial. Au contraire l’invalidation de PACS2 aboutit à une 
dissociation du RE et des mitochondries et une perturbation de l’apoptose médiée par tBid 
(Simmen et al., 2005). 
L’accumulation du calcium aux mitochondries qui résulte de la libération calcique par le RE, 
et les modifications mitochondriales qui l’accompagnent, ne sont pas de simples effets 
secondaires de l’apoptose, mais sont de véritables acteurs des voies de signalisations 
apoptotiques. L’induction de la translocation de Drp1 et sa conséquence sur la fragmentation 
des mitochondries sont calcium dépendantes (Breckenridge et al., 2003). Le RU-360, un 
inhibiteur des entrées calciques à la mitochondrie, réduit la libération de cytochrome C et la 
fragmentation de l’ADN. Au niveau fonctionnel, les zones de contacts entre les membranes 
internes et externes de la mitochondrie sont des structures importantes pour l’apoptose : 
VDAC semble limitant dans les flux calciques. La surexpression de VDAC ou de tBid 
augmente l’entrée de calcium aux mitochondries, ce qui s’accompagne d’une sensiblité accrue 
à l’apoptose induite par les céramides (Csordas et al., 2002; Rapizzi et al., 2002). Les 
complexes VDAC-ANT contiennent également du cytochrome C qui peut être libéré en 
présence de BAX. Les zones de contacts entre membranes internes et externes 
, constituées de ces complexes protéiques, véritables tunnels à transporter les nucléotides et le 
calcium, jouent ainsi un rôle essentiel dans la régulation bioénergétique de la cellule, 
l’homéostasie calcique,  et l’apoptose.  
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Ancrages des mitochondries à des sites spécifiques : d’autres 
exemples que le RE 
Mitochondries et vésicules de sécrétion 
Dans les cellules chromaffines, ou les cellules des acini pancréatiques, les augmentations de 
concentrations calciques ne sont pas identiques dans toutes les mitochondries, mais cette 
augmentation dépend de leur localisation (Montero et al., 2000; Park et al., 2001; Straub et al., 
2000; Tinel et al., 1999). Le couplage entre les flux calciques mitochondriaux et le 
métabolisme ont des conséquences fonctionnelles importantes pour la sécrétion. Cela a 
notamment été montré pour la sécrétion d’insuline dans les cellules β-pancréatiques (Kennedy 
and Wollheim, 1998; Maechler et al., 1998; Rutter and Rizzuto, 2000). La sécrétion d’insuline 
dépend du glutamate (Maechler et al., 1999) et de l’ATP (Pagliarini et al., 2005), dont la 
synthèse dépend elle-même des concentrations calciques mitochondriales. Ainsi les formes de 
diabète d’hérédité maternelle résultent de mutations dans l’ADN génomique mitochondrial 
maternel. Par ailleurs, c’est dans les mitochondries des cellules chromaffines, localisées à 
proximité des vésicules de sécrétion, que les augmentations calciques mitochondriales les plus 
fortes ont été décrites, jusqu’à 500 µM. L’inhibition de la séquestration du calcium par les 
mitochondries induit une augmentation nette de la sécrétion de catécholamines par ces 
cellules (Montero et al., 2000). 
Le positionnement des mitochondries contrôle la diffusion des ions calciques à travers la 
cellule. Dans les cellules pancréatiques des acini, trois populations distinctes peuvent être 
mises en évidence : les mitochondries périnucléaires, les mitochondries au contact de la 
membrane plasmique dans la zone basolatérale, les mitochondries qui séparent les granules 
apicaux du cytosol basolatéral. Chacune de ces populations est activée indépendamment par 
une signalisation calcique spécifique (Park et al., 2001). Une population de mitochondries est 
localisée de façon stratégique à proximité de la région granulaire pour éviter la propagation de 
la vague calcique du pôle de sécrétion vers les régions basolatérales (Straub et al., 2000; Tinel 
et al., 1999). Dans ces cellules, si les mitochondries de la ceinture périnucléaire  n’empêchent 
plus la diffusion des vagues calciques vers la zone basale et le noyau, alors le profil 
d’expression des gènes s’en trouve perturbé. 
Dans les cellules des acini de la glande thyroïdienne, d’autres cellules spécialisées dans la 
sécrétion, la répartition des mitochondries est complètement différente. Contrairement aux 
cellules pancréatiques, il n’y a pas de ceinture mitochondriale périgranulaire. En conséquence, 
dans ces cellules la vague calcique n’est pas restreinte aux zones apicales, et se propage 
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jusqu’à la membrane basolatérale, où elle régule l’ouverture des canaux potassiques 
dépendants du calcium (Bruce et al., 2004). 
 
Figure 24 : La réponse des mitochondries aux signalisations calciques est aussi hétérogène que leur 
localisation.  
Sur l’échelle représentée à gauche des images, le bleu représente les faibles concentrations calciques, tandis que 
le rouge intense représente les concentrations élevées. Cette échelle est utilisée pour visualiser les 
concentrations calciques mitochondriales dans des cellules Hela. L’image localisée en haut à gauche a été prise 
0,5 s après l’application d’histamine, les images suivantes sont prises toutes les secondes. Il est important de 
noter que les entrées de calcium varient d’une population mitochondriale à l’autre. ( d’après Rizzuto and 
Pozzan, 2006). 
 
 
Mitochondries et membranes plasmiques 
L’association étroite entre les mitochondries et la membrane plasmique semble importante 
pour le contrôle des entrées de calcium et la régulation spatiotemporelle de son augmentation 
dans le cytosol (Hoth et al., 1997; Lawrie et al., 1996; Montero et al., 2000; Peng and Wang, 
2000). Dans les cellules musculaires, comme cela a été montré par la surexpression des 
protéines Hfis1 et Drp1, les mitochondries au contact de la membrane plasmique régulent 
l’activité ATPase à calcium de cette membrane (Frieden et al., 2005). Une réponse 
mitochondriale rapide aux augmentations calciques dans les micro-domaines sous la 
membrane plasmique n’a pas seulement été observée dans les cellules excitables, mais 
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également à proximité des canaux CRAC, où l’élimination du calcium par les mitochondries 
aurait un rôle de rétrocontrôle sur l’ouverture des canaux (Gilabert and Parekh, 2000; Hoth et 
al., 1997).  
Mitochondries et synapses 
Dans les cellules neurales après stimulation, les mitochondries localisées dans les zones 
présynaptiques tamponnent dans un premier temps les augmentations brusques et intenses de 
calcium. Puis libèrent ultérieurement de façon régulière et continue le calcium par l’échangeur 
Na/Ca (Hoth et al., 1997; Yang et al., 2003). Un phénomène crucial, dont l’inhibition 
empêche la potentialisation synaptique induite par un tétanus (Yang et al., 2003). La 
localisation des mitochondries aux zones présynaptiques ne contrôle pas seulement 
l’homéostasie calcique à court terme après stimulation (Guo et al., 2005), à long terme et en 
conséquence la potentialisation synaptique (Tang and Zucker, 1997; Yang et al., 2003), mais 
contrôle également : la morphologie (Guo et al., 2005), le nombre, et la plasticité des synapses 
(Li et al., 2004).  
Dans les cellules neurales, comme cela a été montré pour plusieurs mutants, DRP1 
(Verstreken et al., 2005), dMIRO (Guo et al., 2005), la suppression des mitochondries 
localisées dans les zones pré-synaptiques s’accompagne, outre d’une augmentation transitoire 
du calcium plus intense après stimulation, d’une diminution  de la quantité de vésicules de 
neurotransmetteurs libérées. L’ajout d’ATP restaure ce dernier phénotype, ce qui montre que 
la production locale d’ATP par les mitochondries est cruciale pour le bon fonctionnement 
synaptique. 
La localisation des mitochondries à la synapse est donc essentielle pour le contrôle de 
l’homéostasie calcique et de la synthèse d’ATP. 
Adressage des protéines à la mitochondrie 
Introduction 
Les mitochondries sont des reliques des bactéries qui vivaient en endosymbiose dans le 
cytoplasme des eucaryotes ancestraux. Au cours de l’évolution, la plupart des gènes 
originellement codés par le génome de la bactérie endosymbiote ont été transférés vers l’ADN 
nucléaire (Andersson et al., 1998). Différentes approches suggèrent que la mitochondrie de 
mammifère contient environ 1200 protéines (Andersson et al., 1998; Kumar et al., 2002; 
Lopez et al., 2000; Rabilloud et al., 1998). Le génome mitochondrial  code pour 13 
polypeptides seulement. Ainsi la majorité des protéines mitochondriales, 99%, sont encodées 
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par l’ADN génomique nucléaire. Différents systèmes d’adressage et de transport des protéines 
dans les différents compartiments de la mitochondrie se sont développés au cours de 
l’évolution. 50% des protéines mitochondriales sont synthétisées sans séquences N-terminales 
clivables. C’est le cas de la totalité des protéines de la membrane externe, de la majorité des 
protéines de l’espace inter-membranaire, et d’une partie des protéines de la membrane interne. 
  
Protéines de la matrice et de la membrane interne: 
Classification 
Les protéines de la membrane interne possèdent des topologies variées : elles possèdent un ou 
plusieurs segments transmembranaires. Indépendamment de leurs structures topologiques, les 
protéines de la membrane interne peuvent être classifiées en trois catégories, suivant leur 
origine évolutive. La première classe correspond à des protéines synthétisées à l’intérieur de 
la mitochondrie. Elles ont un fort taux d’identité avec les protéines procaryotes et leurs gènes 
proviennent du génome ancestral des bactéries endosymbiotes. La deuxième classe contient 
des protéines qui n’ont pas d’équivalent procaryote et sont encodées dans le génome 
nucléaire. Ces protéines ne possèdent pas de signal d’adressage N-terminal, mais sont 
adressées à l’aide de boîtes internes. La troisième classe comprend des protéines qui ont des 
homologues procaryotes, mais sont codées par des gènes nucléaires, ces protéines possèdent 
un signal d’adressage en N-terminal, typiquement sous la forme d’une préséquence N-
terminale clivable.  
Première catégorie 
Les protéines encodées par le génome mitochondrial s’intègrent dans la membrane interne 
depuis la matrice dans un processus similaire à celui des protéines de la membrane plasmique 
bactérienne (Herrmann et al., 1995; Stuart et al., 1996). Cette insertion n’est pas 
nécessairement couplée à leur synthèse (Herrmann et al., 1995; Rojo et al., 1995). Ces 
protéines présentent une répartition des charges en acides aminés typique: les résidus sont 
chargés positivement côté matrice, tandis que les segments de l’espace inter-membranaire 
portent principalement des charges négatives (Gavel and von Heijne, 1992). Cette répartition 
est similaire à celle observée pour les protéines cytoplasmiques bactériennes. 
Deuxième catégorie  
Cette classe comprend notamment les différentes composantes du système d’import, quelques 
sous-unités non catalytiques de la chaîne respiratoire, et de nombreuses translocases à 
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substrats et nucléotides. Pour ces protéines, l’import peut être décrit par cinq étapes comme 
pour le transporteur de métabolites (Rehling et al., 2004). Après synthèse sur des ribosomes 
cytosoliques libres, les précurseurs hydrophobes sont protégés de l’agrégation par des 
chaperonnes cytosoliques (étape I). Ces précurseurs sont reconnus par les récepteurs TOM à 
la surface de la mitochondrie (étape II). Après translocation ces précurseurs sont pris en 
charge par des protéines chaperonnes de l’espace inter-membranaire: le complexe des petites 
protéines Tim9-Tim10 empêche l’agrégation des protéines hydrophobes (étape III) (Curran et 
al., 2002; Koehler, 2004; Lu et al., 2004; Mesecke et al., 2005), le complexe Mia 40-Erv1 
contrôle l’état redox des cystéines (Mesecke et al., 2005; Naoe et al., 2004; Rissler et al., 
2005). La structure de ce complexe est aujourd’hui finement décrite (Webb et al., 2006). Le 
complexe Tim 22 permet l’insertion du précurseur dans la membrane interne, dans un 
processus dépendant du potentiel de membrane delta-psi (étape V), c’est pourquoi la 
répartition des charges pour ces protéines est spécifique (Gavel and von Heijne, 1992). Les 
protéines sont directement incorporées dans la membrane interne sans passer par la matrice.  
Troisième catégorie 
Les protéines de la troisième classe possèdent des préséquences N terminales clivables, dont 
la longueur et la composition en acides aminés sont variables. Cependant toutes comportent 
une charge nette positive, et forment une hélice amphipatique (Maarse et al., 1994; Roise et 
al., 1988; Ryan et al., 1994). Ces protéines traversent les membranes comme des polypeptides 
linéaires : la membrane externe à l’aide de la translocase de la membrane externe (TOM), et la 
membrane interne à l’aide  de  la translocase Tim23. Au niveau de Tim23, deux trajets 
distincts sont possibles. Dans le premier cas, la translocation au travers du complexe Tim23 
est stoppée par un segment transmembranaire hydrophobe, et la protéine est libérée 
latéralement dans la membrane interne. Dans le second, les protéines sont d’abord 
transloquées dans la matrice avec la protéine PAM (Presequence translocase Associated 
Motor), processus dépendant du potentiel de membrane et de l’hydrolyse de l’ATP, puis 
seulement sont insérées dans la membrane interne à l’aide de protéines comme Oxa1, dans un 
processus similaire à celui observé pour les protéines bactériennes de la membrane plasmique. 
Membrane externe 
Aucune protéine décrite à ce jour ne possède de séquence N-terminale clivable. Le complexe 
Tim9-Tim10 qui joue le rôle de chaperonne dans l’espace inter-membranaire n’est pas 
uniquement utilisé pour des protéines de la membrane interne, mais sert également au 
transfert des protéines avec des motifs feuillets adressées à la membrane externe, qui passent 
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successivement du complexe TOM, membrane externe, au complexe Tim9-Tim10 espace 
inter-membranaire, au complexe SAM, pour l’insertion finale dans la membrane externe. 
Protéines de l’espace inter-membranaire: 
Toutes les protéines de l’espace inter-membranaire sont codées par le génome nucléaire, mais 
il existe différents mécanismes d’import. Certaines protéines de l’espace inter-membranaire 
comportent des séquences d’adressage à la matrice suivies de séquences hydrophobes (Hartl 
et al., 1987). Ces protéines comportant des préséquences bipartites sont adressées à la 
membrane interne avant d’être clivées par protéolyse, ce qui libère la protéine mature soluble 
dans l’espace inter-membranaire (Glick et al., 1992). Ce mode d’import avec une séquence 
bipartite est principalement utilisé pour les protéines de poids moléculaire élevé, et l’import 
transitoire à la membrane interne est médié par le complexe Tim23. Un second mode 
d’adressage est décrit : suite à la translocation au travers de la membrane externe via TOM, 
les protéines solubles sont libérées directement dans l’espace inter-membranaire. 
 
Traduction localisée 
Des expériences conduites par Butow de 1972 à 1975 ont montré qu’une catégorie de 
ribosomes cytosoliques est accrochée à la surface des mitochondries. Il a récemment été 
montré par des approches de puces qu’environ 50% des ARNm codant pour des protéines 
mitochondriales sont associés à des polysomes fixés aux mitochondries. Ces ARNm sont 
généralement des ARNm de classe II, d’origines procaryotes, tandis que les ARNm de classe 
I, d’origines eucaryotes, sont traduits sur des polysomes libres. Cette approche a été validée in 
vivo par des marquages GFP (Marc et al., 2002), des expériences qui montrent l’importance 
des séquences 3’UTR dans l’adressage des ARNm à la mitochondrie  (Marc et al., 2002; 
Margeot et al., 2005). Le retrait du domaine UTR empêche la traduction localisée de 
l’ARNm, mais pas l’import de la protéine à la mitochondrie. Si cette traduction localisée n’est 
pas indispensable, ce système a sans doute été sélectionné lors de l’évolution pour favoriser 
un adressage des protéines à la mitochondrie plus efficace et rapide. 
La traduction localisée est par ailleurs un moyen efficace pour introduire de la variété dans le 
protéome mitochondrial en fonction de la localisation subcellulaire des mitochondries. 
Certains ARNm, en fonction de séquences d’adressage dans leurs domaines UTR, pourraient 
être adressés aux mitochondries périphériques, tandis que d’autres seraient préférentiellement 
adressés aux mitochondries péri-nucléaires. 
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La famille AAA 
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Définition 
Figure 25 : Classification phylogénétique du domaine AAA parmi les autres NTPases à « P-loop ». Les critères 
de classification utilisés à chaque nœud sont représentés sur la droite (D’après Lupas and Martin, 2002). 
 
 La famille AAA (ATPases Associées à des Activités variées) a été décrite pour la première 
fois par Erdmann et al. en 1991. Comme leur nom l’indique, ces protéines sont impliquées 
dans de nombreuses fonctions : dégradation des protéines, maturation des complexes 
membranaires, régulation de l’expression des gènes, fusions membranaires, assemblage des 
microtubules.  
La famille AAA appartient à la super famille des P-loop NTPases (figure 25). En addition des 
motifs Walker A et Walker B classiques, les membres de la famille AAA contiennent un 
domaine très conservé, nommé SRH (Second Region of Homology) (figure 26), impliqué 
dans l’oligomérisation des protéines (Ammelburg et al., 2006; Erzberger and Berger, 2006; 
Frickey and Lupas, 2004; Hanson and Whiteheart, 2005; Lupas and Martin, 2002).  
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Structure 
L’architecture des protéines AAA consiste en un domaine N terminal, site de fixation des 
substrats, auquel succède un ou deux domaines ATPases (nommés D1 et D2) (figure 26). Il  
 
Figure 26 : Structure des protéines AAA 
(A) Représentation schématique en ruban du site de fixation de l’ATP dans la famille AAA. L’ATP se fixe à 
l’interface entre deux monomères (d’après Lupas). Ainsi toutes les protéines AAA décrites à ce jour sont présentes 
sous la forme d’un hexamère (B). 
(C) Représentation détaillée du site de fixation de l’ATP dans la famille AAA. L’ATP, ainsi que les motifs clefs 
impliqués dans la fixation de l’ATP sont représentés : sensor I, sensor II, doigt arginine (R-finger), Walker A (WA) et 
(B) (C) 
(D) 
ATP 
Protéine AAA 
 
(B) (B)b (A) (A) (A) 
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B (WB) (d’après Erzberger et Berger, 2006). 
(D) Conservation des motifs impliqués dans la fixation et l’hydrolyse de l’ATP. La conservation des résidus est 
proportionnelle à la taille des lettres. 
 
 
semblerait que l’énergie libérée par l’hydrolyse de l’ATP soit convertie en énergie mécanique 
pour  le désassemblage et le « defolding » de complexes protéiques substrats.  
De nombreuses structures cristallographiques ont été obtenues (figure 26), comme pour p97 
(DeLaBarre and Brunger, 2003; Huyton et al., 2003; Zhang et al., 2000) ou NSF (Lenzen et 
al., 1998; Yu et al., 1998). 
 Toutes les AAA pour lesquelles l’oligomérisation a été investiguée forment des hexamères 
(Frickey and Lupas, 2004; Frohlich, 2001; Lupas and Martin, 2002), bien que dans certains 
cas, comme pour la katanine, les dimères ne s’assemblent en hexamères que lorsque fixés sur 
les microtubules (Hartman and Vale, 1999). Les structures montrent que dans ces oligomères 
arrangés en anneaux, le site de fixation de l’ATP est à l’interface de deux sous-unités : le 
domaine SRH d’une sous-unité projette un résidu Arginine (Arg finger) dans la poche à 
nucléotide de la sous-unité suivante. L’importance de ce domaine SRH dans la fixation et 
l’hydrolyse de l’ATP explique la forte conservation de ce domaine dans la famille AAA. 
Phylogénie 
La famille AAA peut être décomposée en 5 branches principales : sous-unités du protéasome, 
métalloprotéases, D1et D2, BCS1, et le groupe « Méïotique », qui comprend notamment la 
katanine, la spastine et MSP1. Tous les représentants du groupe BCS1 décrits à ce jour sont 
uniquement présents dans des organismes eucaryotes, tandis que ceux du groupe 
métaloprotéases ne sont représentés que dans des organelles ou des bactéries (figure 27). Les  
représentants des groupes : sous-unité du protéasome, D1et D2, « méïotique », ont des 
représentants à la fois chez les eucaryotes et les procaryotes.  
Il est important de noter que les hexamères de protéines AAA fonctionnent rarement seuls, 
mais appartiennent généralement à des macro-complexes protéiques, essentiels dans la 
spécification de leurs fonctions, notamment dans l’interaction des protéines AAA avec leurs 
substrats (Dougan et al., 2002; Dreveny et al., 2004; Mogk and Bukau, 2004; Sauer et al., 
2004). 
Les relations entre les différents membres de la famille AAA peuvent être également 
construites en fonction de l’identité de leur domaine N-terminal. Ces analyses de séquences 
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peuvent s’avérer plus informatives pour prédire la fonction d’une protéine inconnue, en effet 
ce domaine N-terminal est spécifiquement impliqué dans la fixation des substrats, 
contrairement au cœur du domaine AAA qui est lui partagé par toutes les protéines AAA 
impliquées dans des fonctions très variées. 
 
Figure 27 : Relations phylogéniques dans la famille AAA 
(A) Phylogénie du domaine AAA. La longueur et l’angle de chaque clade reflètent la longueur de branche 
maximale (divergence maximale) et le nombre de séquences qui appartiennent  à ce clade. La racine de cet arbre 
est représentée par le cercle noir, les clades mineurs dont la branche est longue et dont la monophylie est 
MSBP 
(A) 
(B) 
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incertaine sont colorés en gris. La lettre T indique les clades qui contiennent un domaine transmembranaire dans 
leur séquence N-ter, la lettre G les clades contenant un domaine SRH porteur d’une délétion, et le chiffre 2 les 
clades qui contiennent deux domaines SRH. Il est à noter que le clade MSBP (noté ici Belphegor) appartient à 
un clade isolé (D’après Frickey and Lupas, 2004). 
(B) Comparaison des domaines N-ter de la famille AAA. Les domaines N-ter de la famille AAA correspondent 
aux sites de fixation des substrats. L’analyse de ce domaine montre que les protéines les plus proches de MSBP 
sont les familles de la  katanine et la spastine, deux familles de protéines capables d’interagir avec les 
microtubules (Frickey et Lupas, 2004). 
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Classification des tumeurs gliales 
L’analyse des tumeurs commence par leur classification, qui est essentielle pour le choix du 
traitement. De manière classique, en anapathologie, les tumeurs sont classées en fonction de 
leur ressemblance relative aux types cellulaires normaux du système nerveux central. Les 
gliomes sont classés en différents groupes : astrocytomes (60-70% des gliomes), 
oligodendrogliomes (5-30% des gliomes) et épendymomes (plus de 10 % des gliomes) 
(Kleihues and Ohgaki, 2000; Kleihues et al., 1995). Les oligodendrogliomes sont parmi les 
tumeurs solides les plus chimiosensibles (Perry et al., 1999), contrairement aux glioblastomes 
(Astrocytomes de grade 4 d’après la World Health Organisation), qui, malgré une ablation 
chirurgicale et une radiothérapie focale, continuent à conserver un mauvais prognostic de 
survie avec une médiane de survie de 12 mois (Carpentier, 2005). Ainsi les 
oligodendrogliomes répondent mieux à la chimiothérapie que les astrocytomes d’un grade 
similaire (Cairncross and Macdonald, 1988; Cairncross et al., 1998). Dans ce dernier cas les 
chimiothérapies avec  la nitrosourée sont sans effets substantiels sur la survie excepté dans 
certains sous-groupes. Les glioblastomes multiformes sont les tumeurs du système nerveux 
les plus malignes (Ashby and Shapiro, 2004; Gilbertson, 2006; Mischel et al., 2004; Rao and 
James, 2004; Stern and Raizer, 2006).  
Cependant ce type de classification s’avère faillible pour pronostiquer l’évolution de la 
tumeur. Si le type de tumeur dépend en partie du type cellulaire dont elle dérive, la 
morphologie des cellules tumorales peut être très différente de la morphologie des cellules 
originelles, et la combinaison de mutations génétiques à l’origine de la transformation 
cellulaire est également importante dans l’identité tumorale. Pour améliorer le traitement des 
patients, il est donc nécessaire d’introduire des critères de classification plus détaillés que 
ceux classiquement utilisés en anapathologie.  
 
Ainsi, l’utilisation de puces permet également de classifier les tumeurs en fonction du profil 
d’expression des gènes, et cette approche est de plus en plus utilisée (French et al., 2005; 
Fuller et al., 1999; Mischel et al., 2004; Mukasa et al., 2002; Nutt et al., 2003; Shai et al., 
2003; Watson et al., 2001a). En revanche, malgré l’intérêt qui a été porté un temps aux 
facteurs de transcription Olig1 et Olig2, ces marqueurs se révèlent des marqueurs peu 
probants de classification des oligodendrogliomes comparés aux astrocytomes et aux 
glioblastomes (Bouvier et al., 2003; Lu et al., 2001). La méthylation des îlots CpG pourrait 
également s’avérer un critère de classification prometteur, elle peut être spécifique de certains 
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gènes comme p16/INK4 (Costello et al., 1996; Merlo et al., 1995), et semble d’autant plus 
intéressante que ces modifications apparaissent de façon très précoce au cours du processus de 
transformation, alors que les changements génomiques sont encore peu fréquents (Costello, 
2003; Fruhwald et al., 2001). Mais ces résultats restent préliminaires, et ne sont pas encore 
fructueux pour la classification des tumeurs. 
Perte d’hétérozygotie au locus 1p et développement des 
oligodendrogliomes 
Les pertes d’hétérozygotie concernant les loci 1p et 19q, caractéristiques des 
oligodendrogliomes comparés aux astrocytomes, s’avèrent un critère de classification assez 
précis, et apparaissent actuellement comme les plus efficaces. Elles permettent de prédire la 
réponse de la tumeur au traitement : elles sont chimiosensibles (Ino et al., 2001; Ino et al., 
2000; Jeuken et al., 2001; McDonald et al., 2005; Ohgaki and Kleihues, 2005; Reifenberger et 
al., 1994; Smith et al., 2000; Stupp et al., 2006; Watson et al., 2001b).  Outre les 
oligodendrogliomes (Cairncross et al., 1998; Ino et al., 2001; Schmidt et al., 2002), certains  
glioblastomes, caractérisés par la perte du 1p, s’avèrent également chimiosensibles (Ohgaki 
and Kleihues, 2005; Schmidt et al., 2002). Ces tumeurs restent chimiosensibles, ce qui 
suggère que les cellules qui constituent une telle tumeur portent un génotype qui rend la 
tumeur incapable d’évoluer vers la résistance. Les études les plus récentes pour caractériser 
les pertes d’hétérozygotie 1p utilisent non plus l’hybridation in situ mais les PCR génomiques 
sur les séquences microsatellites.  
La délétion du locus 1p suggère que cette région porte des gènes suppresseurs de tumeurs.  
Si la transformation cellulaire peut parfois être induite par l’altération d’un ou deux 
oncogènes (Bhakoo et al., 1996; Ridley et al., 1988), le processus à l’origine du 
développement d’oligodendrogliomes, caractérisés par la perte du locus 1p, semble beaucoup 
plus complexe. Les tentatives pour cartographier une zone minimale de délétion se sont 
avérées infructueuses, les résultats des différentes études sont contradictoires, et lorsque la 
délétion cartographiée est trop restreinte, contrairement aux pertes d’hétérozygotie 1p plus 
classiques, qui sont étendues, les tumeurs sont résistantes (Dong et al., 2004; Husemann et al., 
1999; Iuchi et al., 2002; Smith et al., 2000). Au vu de l’étendue de la délétion, de nombreux 
gènes sont donc impliqués dans la transformation cellulaire. 
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Hétérogénéité cellulaire des astrocytomes 
 
Même si plus de 65% des astrocytomes de grades peu avancés présentent une mutation TP53 
(Kleihues and Ohgaki, 2000), les astrocytomes correspondent à  un groupe de tumeurs plus 
hétérogènes que les oligodendrogliomes. La signature génétique la plus fréquente dans les 
glioblastomes est l’amplification du récepteur EGFR, mais sont également observées des 
mutations dans p53, p16, MYC, PDGF et des pertes d’hétérozygotie au locus 10q (Ohgaki et 
al., 2004; Rao and James, 2004). 
L’expression d’un mutant Ras constitutivement actif dans les astrocytes (Ding et al., 2001), 
l’invalidation de p16/INK4 ou p19/ARF dans les astrocytes et les progéniteurs neuraux 
(Uhrbom et al., 2002), l’expression d’un récepteur EGF constitutivement actif dans des 
cellules invalidées p16/INK4 et p19/ARF (Bachoo et al., 2002) aboutissent au développement 
d’astrocytomes de hauts grades ; ce qui montre que différentes voies peuvent aboutir au 
développement de telles tumeurs. 
Une des limites dans l’utilisation de marqueurs moléculaires dans les astrocytomes est 
l’hétérogénéité cellulaire à l’intérieur même de la tumeur. Même dans les astrocytomes de 
grades peu avancés une hétérogénéité dans les caryotypes peut être observée (coons et al., 
1995). Dans les astrocytomes de grades avancés l’hétérogénéité cellulaire est considérable 
(Loeper et al., 2001; Misra et al., 2000; Shapiro and Shapiro, 1984; Shuangshoti et al., 2000). 
L’hypothèse actuellement retenue est qu’un petit nombre de cellules au sein de la cellule ont 
des caractéristiques de cellules souches, ce qui expliquerait l’hétérogénéité cellulaire observée 
(Ignatova et al., 2002; Loeper et al., 2001). 
Oligodendrogliomes : cellules originelles et expression du 
marqueur S100B 
Certaines études suggèrent que l’origine cellulaire pourrait parfois être plus importante que 
les oncogènes surexprimés ou les suppresseurs de tumeurs invalidés. Ainsi, le récepteur 
EGFR, généralement amplifié dans les glioblastomes, lorsqu’il est surexprimé sous un 
promoteur S100B, fortement exprimé dans les cellules progénitrices oligodendrogliales, 
donne lieu au développement de tumeurs aux caractéristiques oligodendrogliales (Weiss et al., 
2003). L’origine cellulaire semble donc cruciale dans l’identité de la tumeur qui se développe. 
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L’expression de la protéine S100B est donc fortement recrutée dans les cellules d’où peuvent 
dériver les oligodendrogliomes, et par ailleurs, les gènes de deux cibles de la S100B, MSBP1 
et MSBP2, sont sur le locus 1p36.33 qui est délété dans les oligodendrogliomes. Nous nous 
sommes donc intéressés au statut des protéines MSBP1 et MSBP2 et de leurs gènes 
correspondants dans les oligodendrogliomes. Nous montrons ici à l’aide de biopsies de 
tumeurs que la protéine MSBP2 est un marqueur négatif des oligodendrogliomes comparés 
aux glioblastomes. Dans la lignée cellulaire HS683, dérivée d’un oligodendrogliome, nous 
montrons que l’absence d’expression de la protéine MSBP2 résulte de la délétion homozygote 
du gène. Bien plus, l’invalidation de l’expression des gènes MSBP par siRNA, contrairement 
à leurs surexpressions, favorise la prolifération des cellules U373, et leur croissance 
indépendamment de l’ancrage en soft agar. Ces résultats suggèrent que l’invalidation de 
l’expression du gène MSBP2 pourrait participer à la transformation cellulaire. 
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Résultats 
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Identification et caractérisation comme 
cible de la S100B d’une protéine impliquée 
dans la distribution subcellulaire des 
mitochondries 
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Identification d’une cible mitochondriale de la S100B : une 
nouvelle protéine, MSBP 
Il a été décrit que la S100B s’accumule de façon transitoire lors de la maturation des cellules 
progénitrices oligodendrogliales (CPO) (Deloulme et al., 2004; Hachem et al., 2005).  Pour 
analyser la pertinence de ce modèle cellulaire et pour identifier une cible mitochondriale de la 
S100B, la distribution subcellulaire de la S100B a été analysée plus en détail dans une culture 
secondaire de CPO de rat en prolifération par une approche d’immunofluorescence en 
utilisant différents types de perméabilisation (figure 28A). Les CPO de rat ont été 
ensemencées sur des lamelles « coatés » à la polysine et ont été cultivées dans un milieu 
supplémenté en bFGF et pDGF qui favorise leur prolifération. 
Lorsqu’une fixation paraformaldéhyde (PFA), suivie d’une perméabilisations au triton X100, 
est utilisée, nous confirmons en immunofluorescence à l’aide d’un anticorps anti S100B 
monoclonal (S16) une accumulation de la S100B dans le noyau. Mais l’immunomarquage 
S100B n’est pas strictement restreint à ce compartiment. Afin d’analyser plus en détail la 
distribution de la fraction cytosolique, le marquage S100B a également été analysé suite à une 
fixation PFA, mais cette fois-ci sans perméabilisation triton X100. Dans ces conditions, on 
observe que la distribution de la fraction S100B cytosolique n’est pas homogène, mais que 
celle-ci s’accumule fortement dans des zones péri-nucléaires fortement enrichies en 
mitochondries (figure 28A). 
Au vu de cette colocalisation partielle, pour analyser les capacités de la S100B à interagir 
avec les mitochondries, un extrait mitochondrial brut (« crude mitochondria ») de CPO a été 
préparé dans différentes conditions : avec ou sans calcium dans le tampon de préparation 
(figure 28B). Les fractions mitochondriales ont été obtenues par centrifugation différentielle : 
les cellules sont brisées de façon mécanique dans un tampon de lyse avec ou sans calcium, 
une première centrifugation à 1200g pendant 5 minutes permet d’obtenir la fraction nucléaire 
dans le culot, tandis qu’une seconde centrifugation  à 11000g pendant 10 minutes permet de 
séparer les fractions mitochondries brutes et cytosol. Une analyse par Western Blot montre 
qu’une fraction de la S100B est enrichie de manière strictement dépendante du calcium avec 
la fraction brute de mitochondries. Au contraire dans les mitochondries préparées dans un 
tampon sans calcium (EDTA/EGTA) la S100B n’est pas détectée. Ce résultat suggère qu’une 
fraction de la S100B cytosolique est capable d’interagir avec les mitochondries d’une manière 
dépendante du calcium. 
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Figure 28 : Identification et clonage de MSBP comme une cible de la S100B dans une fraction cellulaire 
enrichie en mitochondries. 
(A) Une fraction cytosolique de S100B s’accumule autour des mitochondries dans les cellules CPO. 
Première ligne : les cellules ont été fixées au PFA, puis perméabilisées à 0,3 % Triton X100. Deuxième 
ligne : les cellules ont été incubées 45 min avec du mitotraker rouge (Mito) avant une fixation PFA 
sans perméabilisation Triton X100.  Un anticorps monoclonal anti S100B (S16) est utilisé, et les 
cellules visualisées en immunofluorescence. 
(B) La S100B interagit de manière calcium dépendante avec la fraction mitochondriale dans les CPO. Une 
fraction brute de mitochondries et une fraction cytosolique sont préparées par centrifugation 
diférentielle dans différentes conditions : avec et sans calcium (0,3mM). Le contenu en S100B de ces 
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fractions est analysé par Western Blot. 
(C) La S100B interagit directement avec une nouvelle protéine, MSBP, présente dans la fraction enrichie 
en mitochondries. Des fractions subcellulaires sont générées dans les CPO : mitochondriale (M), 
nucléaire (N), cytosolique (C). Puis la technique du Far Western est utilisée : les extraits sont séparés 
en gel SDS-PAGE, transférés sur membrane de nitrocellulose, et hybridés par une sonde S100B 
radiomarquée au 35S. Une cible majeure, enrichie dans la fraction mitochondriale, est reconnue par la 
S100B. Cette cible est enrichie sur des billes S100B sépharose (panneau de droite). La bande 
correspondant à la cible majeure de la S100B est identifiée par spectrométrie de masse MS/MS et 
nommée MSBP. Organelles (O), extrait protéique total (T). 
 
Dans le but de visualiser la cible protéique de la S100B à la mitochondrie, différentes 
fractions cellulaires ont été préparées à partir de CPO de même que précédemment : nucléaire, 
cytosolique et mitochondriale (figure 28C). Ces fractions ont été analysées par la technique du 
Far Western : après migration en gel SDS-PAGE, et transfert sur membrane de nitrocellulose, 
une protéine S100B recombinante, radiomarquée au 35S, est utilisée comme sonde pour 
hybrider la membrane. La S100B s’hybride avec une cible majeure, d’un poids moléculaire de 
70 kDa, fortement enrichie dans la fraction mitochondriale par rapport aux fractions 
nucléaires et cytosoliques. Afin d’identifier par spectrometrie de masse cette cible il était 
nécessaire de l’enrichir. Pour cela un extrait d’organites issu de CPO a été passé à travers une 
colonne de billes S100B-sépharose. Les protéines interagissant avec les billes S100B 
sépharose ont ensuite été migrées en gel acrylamide, et la bande correspondant à la protéine 
précédemment identifiée comme la cible de la S100B en Far Western a été séquencée par 
spectrométrie de masse MS/MS grâce à une collaboration avec l’équipe du Docteur Jerôme 
Garin. Cette approche nous a permis d’identifier une protéine comme cible mitochondriale de 
la S100B, nous l’avons nommée MSBP (Mitochondria S100B Binding Protein). 
 
MSBP : nomenclature 
La protéine MSBP n’a jamais été étudiée de façon spécifique et la dénomination du gène et de 
la protéine correspondante varie d’une banque de données à l’autre. Ainsi, lors d’analyses 
globales, du protéome, du transcriptome, différents noms de référence peuvent être utilisés, ce 
qui ne facilite pas l’analyse bibliographique. Le cDNA a été séquencé de nombreuses fois par 
des consortiums. L’un d’eux a nommé le gène et son produit protéique Tob3. Si ce nom a 
parfois été repris (Gires et al., 2004; Schaffrik et al., 2006), une telle dénomination paraît 
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injustifiée : MSBP ne partage aucune caractéristique avec les autres membres de la famille 
Tob. L’orthologue de Drosophile a été séquencé par hasard par un laboratoire, et fut 
dénommé Belphegor (Bor), nom qui a été conservé dans le génome de la drosophile. Le choix 
d’un tel nom semble uniquement être d’inspiration poétique.  Lors du séquençage du génome 
humain, les deux gènes ont été nommés ATAD3A et ATAD3B, ce qui dans la nomenclature 
officielle signifie : « ATPase family, AAA domain containing 3A » et « ATPase family, AAA 
domain containing 3B » respectivement. Cependant si cette dénomination semble plus 
rigoureuse, elle n’a pour l’instant été reprise que dans une publication (Geuijen et al., 2005).  
MSBP : phylogenie 
MSBP appartient à la famille AAA 
Lors d’une analyse phylogénique de la famille AAA (Frickey and Lupas, 2004), la protéine 
MSBP a été incluse comme membre de la famille au sens le plus strict : MSBP n’appartient 
pas seulement à la famille au sens large, famille AAA+, mais appartient également à cette 
famille (figure 29) sous sa forme la plus restreinte, la famille AAA. Lors d’un alignement 
avec les autres membres de la famille AAA, les domaines SRH, WalkerA, WalkerB, ainsi que 
les résidus clés impliqués dans la fixation et l’hydrolyse de l’ATP, le « sensor I », le « sensor 
II », et le doigt arginine, sont conservés (figure 29). Il est donc fort probable que la protéine 
MSBP soit présente sous la forme d’un hexamère en anneau et soit capable de fixer et 
d’hydrolyser l’ATP, comme tous les membres de la famille déjà décrits. 
Une analyse de l’arbre phylogénique du domaine AAA montre que le groupe MSBP 
n’appartient à aucune des cinq branches principales, mais est directement branché à la racine 
de l’arbre (Frickey et Lupas, 2004). Cet isolement ne permet donc pas d’émettre des 
hypothèses quant à la fonction de MSBP, car les branches qui entourent MSBP ont des 
fonctions trop variées.  
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Figure 29 : MSBP : une protéine capable d’oligomériser, de fixer et d’hydrolyser l’ATP ? 
(A) Alignement de la séquence de la protéine MSBP avec d ‘autres membres de la famille AAA. Les motifs clefs 
impliqués dans la fixation de l’ATP sont représentés : sensor I, sensor II, doigt arginine (Arg), Walker A (WA) et 
Walker B (WB). Ils sont conservés dans la protéine MSBP (ici nommée ATAD3A). 
  
 
En revanche une analyse phylogénique sur une séquence plus petite, le domaine N-terminal, 
peut s’avérer plus informative et plus judicieuse (Frickey et Lupas, 2004). Ce domaine 
correspond au site de fixation des substrats, un domaine critique pour la fonction de MSBP. 
Lors de cette analyse les groupes les plus étroitement associés à MSBP sont en premier lieu : 
le groupe de la katanine, puis le groupe YTA7 et le groupe de la spastine, et enfin plus distant, 
le groupe du protéasome. Il est intéressant à noter, que lors de l’analyse du site de fixation des 
substrats, les deux familles les plus proches de MSBP, Katanine et Spastine, sont impliquées 
dans des interactions avec les microtubules (Baas et al., 2005; Qiang et al., 2006; Roll-Mecak 
and Vale, 2005; Wood et al., 2006). 
MSBP : gènes orthologues 
L’analyse de MSBP dans les génomes ne permet d’identifier aucun orthologue, ni chez la 
levure, ni chez les procaryotes. D’un point de vue évolutif MSBP semble donc être apparue 
avec les eucaryotes supérieurs : des homologues sont clairement identifiables chez les plantes 
(A. thaliana), les nématodes (C. elegans), les insectes (D. melanogaster). La séquence de la 
protéine MSBP est ainsi très conservée : 39% d’identité entre la protéine MSBP humaine et  
un orthologue présent chez les plantes, la protéine d’A. thaliana Q8RXIO (figure 30 et 31). 
 
WA 
WB 
Sensor I SensorII Arg finger 
* 
(A) 
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Cette forte conservation suggère que la protéine MSBP est impliquée dans des processus 
vitaux. En accord avec ce résultat, l’invalidation de l’orthologue de MSBP chez le nématode 
C. elegans est léthale au cours du développement dès les premières divisions cellulaires 
(Kamath and Ahringer, 2003; Kamath et al., 2003; Piano et al., 2002; Simmer et al., 2003; 
Sonnichsen et al., 2005). Une collaboration récente au laboratoire avec le Docteur Emmanuel 
Taillbourg a  permis de montrer que chez la drosophile, l’invalidation homozygote empêche 
les drosophiles de dépasser les stades L1 du développement. Si le développement est plus 
avancé que chez la drosophile, c’est probablement grâce aux ARNm maternels encore 
présents dans l’œuf. 
 
Figure 30 : MSBP une séquence fortement conservée chez les eucaryotes supérieurs. 
Alignement entre les orthologues de la protéine MSBP.  La protéine MSBP1 humaine et  un orthologue présent 
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chez les plantes, la protéine d’A. Thaliana Q8RXIO, conservent 39% d’identité. Chez la levure aucun paralogue 
n’est identifié. 
 
 
 
 
Figure 31 : Représentation sur un arbre phylogénique des duplications des gènes MSBP au cours de 
l’évolution.  
Le cercle représente la racine de l’arbre. Cet arbre a été construit avec le logiciel « phylip ». Le gène MSBP s’est 
dupliqué une fois chez l’homme, trois fois chez les plantes. 
Nématode 
(C. Elegans) 
Drosophile 
(D. Melanogaster) 
Souris 
(M. Musculus) 
Homme 
(H. Sapiens) 
Plante 
(A. Thaliana) 
Plante 
(A. 
Thaliana) 
 - 103 - 
 
 
 
MSBP : gènes paralogues 
 
Figure 32 : Structure et localisation des gènes codant pour les protéines MSBP1 et MSBP2 
(A) Localisation génomique des gènes codant pour les protéines MSBP1 et MSBP2. Les gènes sont localisés en 
tandem, à l’extrémité du chromosome 1, au locus 1p36.33. 
(B) Représentation schématique de la structure des gènes de MSBP1 et MSBP2. Les deux gènes comportent les 
mêmes exons, seule la longueur des introns varie. 
 
MSBP1 
MSBP2 
MSBP1 MSBP2 (93% d’identité) 
B 
(A) 
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 Une seule copie du gène est présente dans les génomes des nématodes (C. elegans), des 
insectes (D. melanogaster), des rongeurs (M. musculatus, Ratus norvegicus). En revanche, le  
gène MSBP s’est dupliqué deux fois de façon indépendante au cours de l’évolution : une 
simple duplication chez l’homme et des duplications multiples chez les plantes (figure 31). 
Chez les plantes, jusqu’à 4 gènes MSBP paralogues sont identifiables dans le génome.  
 
Figure 33 : Alignement des protéines humaines MSBP1 (ATAD3A) et MSBP2 (ATAD3B). 
Les deux protéines partagent 93% d’identité sur la séquence qui leur est commune et MSBP2 comporte 62 
acides aminés supplémentaires côté C-terminal : la disparition d’un codon stop permet la traduction d’une 
séquence non traduite chez MSBP1. 
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 Chez l’homme, un paralogue est présent, les deux gènes sont en tandem, à l’extrémité distale 
du chromosome 1 au locus 1p36.33 (figure 32). Cette duplication semble très récente, chez le 
chimpanzé une seule copie du gène semble présente. Cette dernière information doit être prise 
avec précaution, la séquence du génome du chimpanzé n’étant pas encore définitive, en 
revanche la présence d’un gène unique chez les rongeurs peut-être considérée comme 
certaine.  
 En accord avec une duplication très récente, entre le chimpanzé et l’homme, la conservation 
de séquence est très forte entre les deux paralogues humains. La structure des gènes est 
similaire : le nombre d’exons est identique et seule la longueur des introns varie (figure 32). 
L’identité stricte de séquence est de 93% (figure 33). La divergence la plus forte est localisée 
dans la zone C terminale, le remplacement d’un codons Stop a permis à une séquence 3’UTR  
non traduite chez MSBP1 d’être traduite chez MSBP2, ce qui rajoute 62 acides aminés coté 
C-terminal dans MSBP2 par rapport à MSBP1.  
 
Validation des outils  
 
Afin de poursuivre la caractérisation de ces protéines MSBP des anticorps ont été générés 
chez le lapin : un anticorps dirigé contre l’épitope N-terminal, commun aux protéines MSBP1 
et MSBP2 humaines, et un anticorps dirigé contre l’épitope C-terminal, spécifique à MSBP1 
(figure 34A). Les ADNc humains correspondant à MSBP1 et MSBP2 ont également été sous-
clonés à l’aide de ADNc fournis par le consortium I.M.A.G.E. Ainsi à l’aide des anticorps, 
par une analyse en Western Blot, les protéines recombinantes MSBP1 et MSBP2 produites en 
lysat de réticulocyte ont pu être comparées aux protéines endogènes d’extraits cellulaires 
totaux de la lignée cellulaire U87 (figure 34B). Le poids moléculaire apparent des protéines 
endogènes et recombinantes est identique, 70 kDa pour MSBP2 et 67 kDa pour MSBP1. La 
transfection des ADNc de MSBP1 et de MSBP2 dans des cellules et l’analyse de leur 
expression dans des extraits cellulaires totaux par Western blot après 48h de transfection, 
confirme la spécificité des anticorps utilisés : ne sont detectées par les anticorps que les 
protéines MSBP endogènes ou transfectées (figure 34C). 
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Figure 34 : validation des anticorps 
(A) Représentation schématique des protéines MSBP1 et MSBP2 et des épitopes contre lesquels les anticorps 
sont dirigés. L’anticorps N-terminal reconnaît les protéines MSBP1 et MSBP2 humaines, ainsi que la protéine 
MSBP de souris et de rat. L’anticorps C-terminal reconnaît uniquement la protéine MSBP1 humaine.  
(B) Caractérisation des ADNc et des anticorps. Transcription et traduction in vitro en lysat de réticulocyte des 
ADNc de MSBP1 et MSBP2, ou d’un vecteur vide (-), et analyse en Western blot avec en comparaison des 
extraits cellulaires totaux de la lignée U87.  
(C) Transfection dans des cellules 3T3 des ADNc de MSBP1 et MSBP2, ou d’un vecteur vide (-), et analyse en 
Western Blot après 48h. La lignée U87 est utilisée comme un contrôle positif exprimant les deux protéines 
endogènes. 
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S100B/MSBP : une interaction spécifique et régulée par le 
calcium 
 
Figure 35 : L’interaction MSBP/S100B est spécifique et dépendante du calcium. 
(A) MSBP co-immunoprécipite avec la S100B de manière dépendante du calcium. Un lysat cellulaire de 
CPO est incubé en présence d’un anticorps anti S100B en présence ou en absence de calcium (EDTA). 
Les protéines MSBP immunoprécipitées avec la S100B sont analysées en Western Blot. 
(B) L’interaction S100B/MSBP, dépendante du calcium, est potentialisée par le zinc. L’influence des 
conditions ioniques sur l’interaction S100B/MSBP est analysée par Far western : des extraits protéiques 
sont séparés en gel SDS-PAGE, transférés sur membrane de nitrocellulose, et hybridés par une sonde 
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S100B radiomarquée au 35S dans différentes conditions ioniques (10 µM ZnSO4, 2mM MgCl2, 0,3mM 
CaCl2, 2mM EDTA, 2mM EGTA). 
(C) D’autres protéines S100 sont incapables de compéter l’interaction MSBP/S100B. Panneau du haut : la 
purification des protéines recombinantes est analysée par un gel SDS-PAGE coloré au bleu de 
coomassie. Panneau du bas : La protéine MSBP radiomarquée produite en lysat de réticulocyte est 
incubée avec des billes de S100B sépharose. Des concentrations croissantes de protéines recombinantes 
comme compétiteurs potentiels sont ajoutées. La protéine MSBP radiomarquée qui reste fixée aux 
billes S100B sépharose est révélée par autoradiographie.  
 
Nous avons précédemment montré l’interaction entre la S100B et MSBP par Far Western en 
utilisant la protéine S100B radiomarquée comme sonde. Pour confirmer l’interaction des 
protéines MSBP et S100B endogènes, nous avons démontré dans les CPO de rat que les deux 
protéines peuvent être immunoprécipitées par un anticorps dirigé contre la S100B, et cela 
d’une manière dépendante du calcium (figure 35A). Lorsque le calcium est retiré du tampon 
d’interaction (EDTA/EGTA), la coimmunoprécipitation disparait. Les protéines MSBP et 
S100B endogènes peuvent donc interagir, et ce de manière strictement dépendante du 
calcium. 
La S100B est une calciprotéine dont la conformation et l’interaction avec des protéines cibles 
peuvent être régulées par le calcium, mais également par d’autres ions comme le zinc. 
L’interaction des protéines S100B recombinantes radiomarquées au 35S en lysat de 
réticulocyte avec les protéines MSBP en Far Western a donc été testée dans différentes 
conditions ioniques plus en détails (figure 35B). Le calcium seul est suffisant pour 
promouvoir une telle interaction. En revanche, si le zinc seul ne permet par cette interaction, 
le zinc additionné au calcium renforce cette interaction comparée à la condition calcium seul. 
Cette interaction est réversible, si les ions sont retirés dans le tampon de lavage, l’interaction 
disparaît. L’interaction entre la protéine MSBP1 et S100B est donc réversible, dépendante du 
calcium et potentialisée par le zinc. 
Par ailleurs nous avons testé la spécificité de cette interaction. En effet la S100B appartient à 
la large famille des S100 qui comporte 20 membres, et certaines S100, comme la S100A1, 
partagent certaines de leurs cibles avec la S100B. Pour tester la spécificité de cette interaction 
entre MSBP et S100B, d’autres protéines S100 ont été utilisées comme compétiteurs pour 
dissocier l’interaction entre les protéines MSBP et S100B (figure 35C). Les protéines 
recombinantes S100B, S100A6, et S100A1 sont produites en bactérie et purifiées. Leur pureté 
est vérifiée par une migration en SDS-PAGE et une coloration au bleu de Coomasie. Ces 
protéines sont ensuite utilisées à des concentrations croissantes comme compétiteurs lorsque 
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des protéines MSBP recombinantes radiomarquées au 35S en lysat de réticulocyte 
interagissent avec des protéines S100B-sépharose. Seule la S100B recombinante s’avère 
capable de compéter sa propre interaction avec MSBP. Ni la S100A6, ni la S100A1 ne 
s’avèrent capables de dissocier l’interaction entre la protéine MSBP et les billes S100B-
sépharose. L’interaction entre la S100B et MSBP est donc fortement spécifique. 
La capacité des protéines S100B et MSBP endogènes à interagir en co-immunoprécipitation, 
la forte spécificité de l’interaction de la protéine MSBP avec la S100B par rapport aux autres 
membres de la famille S100, la régulation de cette interaction par le calcium, tous ces résultats 
supportent l’idée que ces protéines interagissent in vivo. 
 
 
Figure 36 : le domaine 193-216 de MSBP 
contient des résidus critiques pour son 
interaction avec la S100B.  
Panneau de gauche : production de protéines 
MSBP tronquées radiomarquées en lysat de 
réticulocyte. Les protéines sont révélées par 
autoradiographie sur la nuit après migration en 
SDS-PAGE. Panneau de droite : sont révélées les 
protéines qui restent fixées sur les billes S100B 
sépharose. Les numéros des constructions 
correspondent aux positions des acides aminés : 
1-586, construction sauvage, 1-450, seuls les 
acides aminés 1 à 450 sont conservés. 
 
Pour cartographier le site de fixation de la S100B sur la protéine MSBP, différentes protéines 
MSBP radiomarquées et tronquées côté C-terminal ont été générées en lysat de reticulocyte, 
et leur capacité à interagir avec les billes S100B-sépharose testée (figure 36). Alors que la 
protéine 1-216 (délétée des acides aminés 217-586) interagit avec les billes S100B-sépharose, 
la protéine 1-193 (délétée des acides aminés 194-586) n’interagit plus. Cette expérience 
montre que le domaine 193-216 comporte des acides aminés essentiels pour l’interaction de 
MSBP avec la S100B. 
La S100B inhibe l’oligomérisation de MSBP 
Les protéines membres de la famille AAA forment des oligomères (Frickey and Lupas, 2004; 
Lupas and Martin, 2002). Lorsque des extraits cellulaires totaux sont analysés par Western  
Production          Interaction 
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Figure 37 : la S100B inhibe l’oligomérisation de MSBP. 
(A) La S100B inhibe la co-immunoprécipitation de MSBP1 avec MSBP1-myc. Les protéines MSBP1 et 
MSBP1-myc radiomarquées au 35S sont produites en lysat de réticulocyte et mélangées. Une 
immunoprécipitation anti myc est effectuée en présence ou en absence de S100B, et les protéines 
MSBP révélées par autoradiographie après une migration en SDS-PAGE. 
(B) La S100B inhibe de manière calcium dépendante l’oligomérisation de la protéine MSBP1  endogène. 
Un extrait de mitochondries brutes est préparé. Puis, en présence de 0,3 mM de calcium ou 
d’EDTA/EGTA, de la S100B est ou n’est pas ajoutée. Enfin le crosslinker BS3 est ajouté à 37°C et une 
analyse cinétique des échantillons est effectuée par Western Blot. La protéine F1 ATP synthase, 
présente sous forme d’hexamère côté matrice, est utilisée comme contrôle. La protéine MSBP est 
révélée avec l’anticorps anti C-ter. 
 
blot, des dimères formés par les protéines MSBP endogènes sont observés (figure 37A). Ces 
dimères sont encore plus nettement visibles lorsque les ADNc de MSBP1 ou MSBP2 sont 
transfectés. Pour confirmer cette capacité à former des oligomères, des protéines MSBP1 
recombinantes, avec et sans étiquette myc, ont été produites en lysat de réticulocytes et 
 
(A) 
(B) 
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mélangées (figure 37B). Lorsqu’une immunoprécipitation anti myc est effectuée, la protéine 
MSBP1 sans étiquette myc co-immunoprécipite, mais cette co-immunoprécipitation est 
inhibée par l’ajout de S100B recombinante. Pour valider la capacité de la S100B à inhiber la 
formation d’oligomères de MSBP endogènes mitochondriales, une expérience de crosslinking 
a été effectuée sur des mitochondries brutes en présence ou en absence de S100B et de 
calcium (figure 37C). Des mitochondries brutes sont préparées par centrifugation 
différentielle. Avant l’ajout du crosslinker BS3, seuls les monomères de MSBP1 sont 
observés en Western Blot. Après l’ajout du crosslinker, les oligomères sont visualisés en 
Western Blot, notamment des trimères. En présence de calcium, l’ajout de S100B diminue  la 
quantité d’oligomères de MSBP1 détectée. En revanche dans des conditions EDTA/EGTA, 
chélateurs du calcium, la S100B est  sans effet sur l’oligomérisation de MSBP1. L’ajout de 
S100B recombinante cytosolique inhibe donc la formation d’oligomères de la MSBP1 
endogène, et ce d’une manière dépendante du calcium. 
MSBP est une protéine mitochondriale transmembranaire 
intégrale, localisée aux sites de contacts entre les membranes 
internes et externes, l’extrémité N-terminale exposée côté 
cytosol, le domaine ATPase protégé dans la mitochondrie.  
Précédemment, nous avons montré la localisation mitochondriale de MSBP par des approches 
biochimiques. Pour confirmer cette localisation, des ADNc avec une étiquette myc ont été 
construits. Une analyse par immunofluorescence dans les cellules 3T3 montre que la 
construction MSBP1-myc est localisée dans des structures ponctuées autour du noyau, un 
double marquage avec le mitotraker montre une colocalisation de MSBP-myc avec les 
mitochondries (figure 38A). Environ 50 % des protéines mitochondriales destinées à la 
mitochondrie portent typiquement un signal d’adressage sous la forme d’une préséquence 
reconnue par la translocase de la membrane externe (TOM), qui est clivée lors de la 
translocation. Le système d’adressage alternatif utilise des boîtes internes. 
Les protéines MSBP1, de taille entière 1-586myc, ou 273-586myc sont adressées à la 
mitochondrie, en revanche la protéine 450-586myc présente un marquage cytosolique. Ces 
résultats confirment que la protéine MSBP1 est mitochondriale, en revanche il montre que 
l’adressage ne s’effectue pas via une préséquence N-terminale clivable, mais utilise le 
système d’adressage mitochondrial alternatif, les boites internes, qui sont ici comprises entre 
les acides aminés 273 et 450 dans le cas de MSBP. 
Cette localisation mitochondriale des protéines MSBP1 exogènes ne résulte ni de leur 
surexpression ni de leur étiquette myc. En effet l’analyse de la localisation de la protéine 
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MSBP1 endogène à l’aide de l’anticorps C-terminal confirme cette localisation (figure 38B) : 
Le marquage MSBP et le marquage mitochondrial superposent parfaitement. 
 
 
Figure 38 : Adressage de la protéine MSBP1 à la mitochondrie 
(A) Le domaine N-terminal de MSBP1 n’est pas nécessaire pour son adressage à la mitochondrie. Analyse 
au microscope à fluorescence de protéines MSBP1 avec une étiquette myc. Les cellules 3T3 sont 
transfectées avec les constructions schématisées à gauche. Après 48 h d’expression les cellules sont 
incubées 45 min avec du mitotraker, puis fixées au méthanol. Les numéros des constructions 
correspondent aux acides aminés de la protéine sauvage. 
(B) La protéine endogène localise également à la mitochondrie. Analyse au microscope confocal des 
protéines MSBP1 endogènes avec l’anticorps N-terminal après une incubation de 45 min avec du 
mitotraker, puis une fixation au méthanol. 
 
La mitochondrie comporte différents compartiments : la membrane externe, la membrane 
interne, l’espace inter-membranaire, la matrice. Nous nous sommes donc intéressés à la 
localisation submitochondriale de la protéine MSBP. L’analyse bioinformatique de la 
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séquence de MSBP suggère l’existence de domaines transmembranaires, cependant leur 
nombre et leurs positions varient suivant les moteurs d’analyse utilisés. 
 
Figure 39 : MSBP une protéine transmembranaire intégrale, avec un domaine C-terminal, contenant la 
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boite ATPase, protégé à l’intérieur de la mitochondrie, et un épitope N-terminal exposé côté cytosolique. 
(A) MSBP est une protéine transmembranaire intégrale. Un extrait de mitochondries brutes est soumis à 
différentes extractions : au carbonate (Na2CO3 0.1M pH 11) ou au sel  (1M NaCl). Après centrifugation les 
culots (C) et surnageants (S) sont analysés par Western blot. Marqueurs : Porine (Porin), une protéine 
transmembranaire intégrale de la membrane externe ; ANT1, une protéine transmembranaire intégrale de la 
membrane interne; la F1 ATP synthase (ATPase), une protéine de la matrice ancrée dans la membrane 
interne. Une extraction différentielle au Triton X100 (B) confirme ces résultats. 
(C) La boîte ATPase C-terminal de MSBP est protégée à l’intérieur de la mitochondrie, son épitope N-
terminal est exposé du côté du cytosol. Un extrait brut de mitochondries est incubé pendant des durées 
croissantes avec 2.5 µg de trypsine dans 100 µl d’un tampon PBS, et analysé par Western Blot. Les 
marqueurs utilisés sont les mêmes que ci-dessus auxquels est ajouté : le cytochrome C une protéine soluble 
de l’espace inter-membranaire. 
(D) MSBP interagit avec la membrane interne. Des fractions submitochondriales sont générées et séparées 
sur un gradient de sucrose. Les différentes fractions sont analysées par Western Blot. Les marqueurs utilisés 
sont les mêmes que ci-dessus. 
 
L’association de MSBP avec les membranes mitochondriales a été investiguée : des 
mitochondries brutes sont préparées, soumises à différents types d’extraction : à fortes 
concentrations de sel (NaCl, 1M), ou à pH basique (Na2CO3, pH 11,5) (figure 39A). Les 
culots, fractions membranaires, et les surnageants, fractions solubles, sont analysés par 
Western Blot. Une protéine de la matrice faiblement ancrée dans la membrane interne 
(ATPase) est  libérée de la fraction membranaire dans le surnageant, en revanche la protéine 
MSBP reste associée au culot, de même qu’ANT1 et la Porine, deux protéines 
transmembranaires intégrales. Lors d’une extraction à des concentrations croissantes de Triton 
X100, le profil d’extraction de la protéine MSBP est également similaire à celui des protéines 
ANT1 et Porine (figure 39B). Ces deux approches montrent que le profil d’extraction de 
MSBP est identique à celui des protéines transmembranaires mais différent de celui des 
protéines seulement ancrées dans ces membranes comme ANT1. 
De même que la porine et ANT1, la protéine MSBP possède donc des segments 
transmembranaires et traverse soit la membrane externe, soit la membrane interne. Pour 
discriminer l’une ou l’autre de ces hypothèses, les mitochondries brutes sont soumises à une 
cynétique de digestion tryptique (figure 39C). Les protéines qui possèdent un segment 
cytosolique doivent être clivées par la trypsine. Le cytochrome C, localisé dans l’espace inter-
membranaire, et qui n’est pas clivé,  permet de vérifier que la membrane mitochondriale 
externe est intègre et ne laisse pas passer la trypsine. Les protéines MSBP de taille entière 
sont clivées et disparaissent au cours de la cinétique de digestion. Si l’épitope N-terminal de 
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MSBP disparaît complètement, en revanche l’épitope C-terminal de MSBP révèle qu’un petit 
peptide de 35 kDa est protégé de la digestion tryptique. D’après la séquence de la protéine, ce 
domaine de 35 kDa côté C-terminal de la protéine comporte la boîte ATPase de MSBP. 
La protéine MSBP1 est donc une protéine de la membrane externe : l’épitope N-terminal est 
exposé côté cytosolique, tandis que le domaine C-terminal, porteur de la boîte ATPase,  est 
protégé à l’intérieur de la mitochondrie.  
La membrane mitochondriale externe n’est pas homogène. Certains domaines de cette 
membrane sont associés à la membrane interne. Différentes fractions mitochondriales ont été 
générées par un choc hypotonique suivi d’une sonication, et séparées sur un gradient 
discontinu de sucrose (figure 39D). Le marquage de la protéine MSBP se superpose à celui 
d’un marqueur de la membrane interne ANT1, et diverge de celui d’une protéine de la 
membrane externe, la porine. La protéine MSBP interagit donc avec la membrane interne. 
Associée aux résultats précédents, cette expérience montre que la protéine MSBP, une 
protéine transmembranaire intégrale, ancrée dans la membrane externe, est localisée aux sites 
de contacts avec la membrane interne. 
 
L’invalidation partielle de l’expression de la protéine MSBP par 
une approche siRNA induit un retard dans la différenciation 
des CPO. 
L’invalidation de la S100B induit un ralentissement de la différenciation des CPO (Deloulme 
et al., 2000). La protéine MSBP a été identifiée comme une cible mitochondriale de la S100B 
dans les CPO, nous nous sommes donc intéressés à l’influence de l’invalidation de cette cible 
chez les CPO. Pour cela une approche d’invalidation par siRNA a été choisie. L’efficacité du 
siRNA pour invalider l’expression de MSBP chez les CPO a été validée par Western Blot 
(figure 40A). Quatre jours après transfection, les extraits totaux de cellules transfectées par un 
siRNA sans cible spécifique ou par un siRNA spécifiquement dirigé contre MSBP sont 
analysés. Le siRNA spécifiquement dirigé contre MSBP est sans effet sur une protéine 
contrôle, la β-tubuline, mais induit, comme attendu, une nette diminution de l’expression de la 
protéine MSBP. Cette invalidation de l’expression de MSBP est confirmée par une 
immunofluorecence (figure 40B) qui permet de montrer que 30 à 40 % des CPO sont 
invalidées. Cependant dans les cellules invalidées, l’invalidation de l’expression de la protéine 
n’est pas totale, et une expression résiduelle est observée. La diminution de l’expression de 
MSBP est sans effet significatif sur la viabilité et la prolifération des CPO maintenues dans un 
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milieu de prolifération supplémenté en bFGF et PDGF. Le marquage de l’ADN ne révèle 
aucun signe d’apoptose. Les CPO ont ensuite été induites à se différencier. Lorsque 
l’expression de MSBP est invalidée par siRNA (figure 40 D), l’utilisation du marqueur de 
différenciation O4 en immunofluorescence montre un retard de différenciation dans les 
cellules invalidées : le marquage O4 est plus faible, et les cellules sont moins différenciées 
morphologiquement, elle présentent moins de « process chevelus ». Ce retard de 
différenciation n’est pas observé quand les cellules sont transfectées par un siRNA dirigé 
contre aucune cible (figure 40 C). L’invalidation de la S100B, ou de sa cible mitochondriale, 
MSBP, a donc un effet similaire chez les CPO : un ralentissement de la différenciation. 
 
Figure 40 : L’invalidation de MSBP médiée par siRNA induit un retard de différenciation dans les CPO. 
(A) Analyse de l’efficacité du siRNA dirigé contre MSBP par Western blot. Les CPO sont transfectées avec un siRNA 
contrôle sans cible (piste 1), ou un siRNA dirigé contre l’expression de MSBP (piste 2), puis après 4 jours de 
transfection les extraits protéiques totaux sont analysés par Western Blot. 
(B) Les CPO sont transfectées avec un siRNA dirigé contre l’expression de MSBP, puis après 4 jours les cellules sont 
fixées au méthanol et analysées en immunofluorescence. L’anticorps N-ter permet de détecter l’expression de la 
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protéine MSBP, et un anticorps dirigé contre la tubuline permet de visualiser le cytosquelette. 
(C) et (D) Les CPO sont transfectées avec un siRNA contrôle sans cible (C), ou un siRNA dirigé contre l’expression 
des protéines MSBP (D). Après 4 jours les cellules sont induites à se différencier. Après 3 jours de différenciation, 
les cellules sont fixées au PFA et visualisées par immunofluorescence. L’anticorps N-ter permet de visualiser les 
cellules invalidées, tandis que le marqueur O4 permet d’analyser la différenciation.  
 
L’invalidation de l’expression de la protéine MSBP inhibe 
l’accumulation périnucléaire des mitochondries 
Il a été proposé que la S100B régule de manière dépendante de l’ATP et du calcium les sites 
d’interactions entre le RE et les mitochondries (Vance and Steenbergen, 2005). Nous avons 
donc voulu savoir si l’ATPase MSBP, identifiée comme une cible de la S100B dépendante du 
calcium, localisée à la mitochondrie, pourrait réguler la distribution mitochondriale. Pour cela, 
l’expression de la protéine MSBP a été invalidée par l’utilisation de siRNA dans un modèle 
de cellules gliales, lignée U373, plus simple que les CPO, et qui surtout permet d’augmenter 
l’efficacité d’invalidation par siRNA. L’efficacité des siRNA est validée à 3 et 6 jours post 
transfection en Western Blot : si un siRNA contrôle sans cible spécifique est sans effet, un 
mélange de siRNA spécifiquement dirigé contre MSBP induit une nette diminution de 
l’expression de la protéine MSBP, contrairement à celle de protéines contrôles que sont la β-
tubuline et la β-catenine. Après cela l’influence de l’invalidation de MSBP sur la distribution 
des mitochondries a été analysée par immunofluorescence (figure 41). 
 En immunofluorescence, l’utilisation d’un anticorps N-terminal, dirigé contre la protéine 
MSBP endogène, permet de visualiser les cellules invalidées pour MSBP. La distribution des 
mitochondries est visualisée et confirmée par deux types de marqueurs : la mitotraker ou la F1 
synthase. Dans les cellules U373 contrôles, qui sont transfectées par un siRNA sans cible 
spécifique, ou qui ne sont pas transfectées, les mitochondries ne sont pas distribuées avec une 
symétrie radiaire autour du noyau, mais s’agrègent dans la grande majorité des cellules à un 
pôle du noyau, comme le montre l’accumulation des mitochondries autour du marqueur 
GM130. Nous avons décidé de nommer ce lieu où s’agrègent les mitochondries, centre péri-
nucléaire d’organisation des mitochondries. Au contraire des cellules contrôles, cette 
polarisation disparaît dans les cellules invalidées pour MSBP : les mitochondries se dispersent 
dans la cellule et se distribuent tout autour du noyau avec une symétrie radiaire.  
La première des fonctions cellulaires de la mitochondrie est la respiration. Nous avons donc 
cherché à savoir si l’invalidation de l’expression de la protéine mitochondriale MSBP par 
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siRNA pouvait perturber l’activité respiratoire. Le réactif Wst1, qui peut être appliqué sur des 
cellules vivantes, permet de mesurer l’activité de la succinate-tetrazolium réductase (Hopper, 
1997), une enzyme de la chaîne respiratoire mitochondriale. Par une mesure de l’absorbance 
de Wst1, la densité de l’activité respiratoire mitochondriale peut être comparée à la densité 
cellulaire elle même mesurée à l’aide du cristal Violet. Ces mesures sont effectuées après cinq 
jours de transfection d’un siRNA sans cible spécifique ou d’un siRNA spécifiquement dirigé 
contre MSBP. Aucune différence n’est détectée entre ces deux conditions. L’invalidation de 
la protéine MSBP ne s’accompagne pas d’une perturbation de l’activité respiratoire 
mitochondriale, la redistribution des mitochondries ne résulte pas d’une perturbation du 
métabolisme mitochondrial (figure 41D). La protéine MSBP est donc directement impliquée 
dans l’ancrage des mitochondries autour du centre organisateur péri-nucléaire.  
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Figure 41 : Dans les cellules U373, l’invalidation de MSBP diminue l’interaction des mitochondries avec 
un centre d’ancrage périnucléaire des mitochondries. 
(A) L’expression de MSBP1 et MSBP2 est fortement  réduite par l’utilisation de siRNA. La quantité de 
protéines MSBP est évaluée par Western blot à l’aide de l’anticorps N-ter à 3 et 6 jours après 
transfection d’un siRNA dirigé contre MSBP (siRNA MSBP), ou d’un siRNA dirigé contre aucune 
cible (siRNA CT). Les marqueurs β-tubuline (B-tub) et β-caténine (B-cat) sont utilisés pour contrôler 
la quantité d’extrait déposés. 
(B) L’invalidation de MSBP induit une dispersion des mitochondries dans les cellules U373. La 
distribution subcellulaire des mitochondries est observée en immunofluorescence dans différentes 
conditions : après transfection d’un siRNA dirigé contre MSBP (siRNA MSBP), ou d’un siRNA dirigé 
contre aucune cible (siRNA CT). L’ATP synthase est un marqueur de la mitochondrie. Le GM130 est 
utilisé pour montrer l’accumulation des mitochondries autour d’un centre d’organisation périnucléaire 
dans les cellules U373 contrôles. L’expression de la protéine MSBP est detectée à l’aide de l’anticorps 
N-ter. La dernière ligne est un agrandissement. 
(C) Après transfection d’un siRNA dirigé contre MSBP, la distribution des mitochondries est analysée au 
microscope confocal. L’immunomarquage MSBP est obtenu à l’aide de l’anticorps N-ter, les 
mitochondries sont visualisées à l’aide du mitotrker. La dernière ligne est un agrandissement. 
(D) L’invalidation de MSBP n’altère pas le métabolisme mitochondrial. Le réactif WST1 (ROCHE) 
permet de mesurer sur des cellules vivantes l’activité de la succinate-tetrazolium reductase (Hopper, 
1997), une enzyme de la chaîne respiratoire mitochondriale. Ensuite les mêmes cellules sont fixées et 
colorées au cristal violet pour mesurer le nombre relatif de cellules par unité de surface. La densité de 
l’activité mitochondriale est alors ramenée à la densité cellulaire dans différentes conditions : après 
transfection d’un siRNA dirigé contre MSBP (siRNA MSBP), ou d’un siRNA dirigé contre aucune 
cible (siRNA CT). 
 
L’inhibition de l’activité ATPase de MSBP, empêche la 
libération des mitochondries de leur site d’ancrage 
périnucléaire. 
L’invalidation de MSBP par siRNA suggère que l’expression de cette protéine est nécessaire 
pour une distribution correcte des mitochondries. Pour confirmer l’implication de la protéine 
MSBP dans la distribution subcellulaire des mitochondries, nous avons décidé de perturber 
son activité, et pour cela, d’utiliser une construction dans laquelle la partie C-terminale de la 
protéine MSBP, qui contient le site de fixation et d’hydrolyse de l’ATP, est délétée 
(construction 1-287). Dans une telle construction ne subsiste que le domaine N-terminal, 
domaine qui dans la famille AAA est connu pour être le site de fixation des substrats. 
Suite à la transfection d’une telle construction dans la lignée gliale U373, la distribution 
subcellulaire des mitochondries est analysée. De façon surprenante, lorsqu’une telle 
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construction est transfectée dans les cellules U373, le phénotype inverse de celui des siRNA 
est observé: dans les cellules qui surexpriment la construction, l’agrégation des mitochondries 
à un pôle du noyau est renforcée.  
Afin de rendre ce phénotype plus évident, un nouveau type cellulaire a été choisi comme 
modèle d’étude, les cellules Hela. La figure 42(A) justifie le choix de ce modèle cellulaire, les 
cellules Hela étant plus adaptées que les cellules U373 pour observer le regroupement des 
mitochondries en immunofluorescence. La distribution des mitochondries est analysée en 
immunofluorescence à l’aide de l’anticorps N-terminal, dirigé contre une protéine 
mitochondriale, MSBP, dont nous avons préalablement montré que le marquage recouvre 
parfaitement celui des mitochondries. Contrairement aux cellules U373, où les mitochondries 
s’agrègent à un pôle du noyau autour d’un centre organisateur caractérisé par le marqueur 
GM130, dans les cellules Hela contrôles, la distribution des mitochondries tout autour du 
noyau présente une distribution radiaire (figure 42A).  
Dans un second temps, toujours dans les cellules Hela la surexpression des protéines MSBP 
est visualisée à l’aide de l’anticorps N-terminal, la distribution des mitochondries analysée à 
l’aide du marqueur F1 (figure 42B). Dans les cellules non-transfectées, ou les cellules 
transfectées par la protéine MSBP sauvage, les mitochondries présentent une distribution 
radiale tout autour du noyau. La surexpression de la protéine MSBP sauvage est donc sans 
effet sur la distribution des mitochondries. Dans ces cellules la surexpression de la 
construction 1-287 induit au contraire une nette agrégation des mitochondries à un pôle du 
noyau (figure 42B). Lorsqu’une mutation ponctuelle est effectuée dans le Walker A, site de 
fixation et d’hydrolyse de l’ATP, un phénotype similaire à la construction 1-287 est observé : 
les mitochondries s’accumulent de manière asymétrique à un pôle du noyau. L’activité 
ATPase apparaît donc essentielle pour la libération des mitochondries de ce centre 
organisateur périnucléaire. 
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Figure 42 : Dans les cellules Hela, la délétion du domaine ATPase de MSBP, ou une mutation 
ponctuelle dans le site ATPase, empêche la libération des mitochondries d’un centre d’organisation 
périnucléaire. 
(A) Comparaison de la distribution des mitochondries dans les cellules U373 et les cellules Hela. La 
distribution subcellulaire des protéines MSBP1 (anticorps N-ter) et du marqueur GM130 est observée 
en immunofluorescence. 
(B) La délétion du domaine ATPase de MSBP, ou une mutation ponctuelle dans le site ATPase, induit une 
accumulation asymétrique et périnucléaire des mitochondries. Les cellules sont transfectées avec les 
constructions représentées de façon schématique panneau de droite. La construction WA correspond à 
une mutation ponctuelle dans le Walker A, une lysine est remplacée par un glutamate. Après 48h, les 
cellules sont fixées au PFA, perméabilisées à l’acétone, et analysées en immunofluorescence avec un 
anticorps anti F1 ATP synthase (F1), marqueur mitochondrial, et un anticorps dirigé contre l’épitope N-
terminal de MSBP. Les trois dernières lignes sont des agrandissements. 
 
Ainsi l’invalidation de l’expression de la protéine MSBP par siRNA, ou l’invalidation de son 
activité ATPase, ont des effets opposés. La protéine MSBP est nécessaire pour l’organisation 
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des mitochondries autour d’un centre organisateur, tandis que son activité ATPase est 
nécessaire pour la libération des mitochondries de ce centre organisateur péri-nucléaire.  
L’invalidation de l’expression de MSBP s’accompagne d’une 
diminution des interactions physiques et du transfert de la PS 
entre le RE et les mitochondries.  
La S100B a été identifiée comme un régulateur positif du transfert de la phosphatidylsérine 
(PS) du RE vers la mitochondrie (Kuge et al., 2001). Nous avons cherché à savoir si la cible 
mitochondriale de la S100B, MSBP, pourrait être l’effecteur de la S100B dans la régulation 
de ce transport. Dans cette étude, la phosphatidylethanolamine (PE), produit mitochondrial de 
la PS transférée du RE vers la mitochondrie, est utilisée comme un marqueur du transfert de la 
PS (figure 43A). Une collaboration avec l’équipe du Dr Osamu Kuge a permis de monter 
qu’après transfection d’un siRNA spécifiquement dirigé contre MSBP une chute de la 
synthèse de PE est observée par rapport aux conditions contrôles où un siRNA sans cible 
spécifique est transfecté. En revanche le taux de synthèse de PS est inchangé. La chute de 
synthèse de PE ne résulte donc pas d’une chute de la synthèse de son précurseur la PS. Suite à 
l’invalidation de MSBP, cette chute du marqueur PE résulte donc d’une diminution du 
transfert de son précurseur, la PS, du RE vers la mitochondrie. La protéine MSBP est donc 
l’effecteur de la S100B dans le transfert de la PS du RE vers la mitochondrie.  
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Figure 43 : L’invalidation de MSBP induit une rupture des interactions et une diminution du transfert de 
la PS entre le RE et les mitochondries dans les cellules U373. 
(A) Diminution du transfert de la PS du RE vers les mitochondries suite à l’invalidation de l’expression de 
MSBP par siRNA. La PE synthétisée aux mitochondries à partir de la PS transférée du RE est utilisée comme 
un marqueur du transfert de la PS du RE vers les mitochondries. 
(B) Rupture des interactions entre le RE et les mitochondries suite à l’invalidation de l’expression de MSBP par 
siRNA. Un extrait de mitochondries brutes est préparé, et la quantité de RE qui lui est associé est analysée à 
l’aide du marqueur IP3R. Le marqueur F1, mitochondrial, permet de contrôler que la quantité de mitochondries 
préparées est correctement normalisée. Dans les conditions contrôles, un siRNA sans cible connue est 
transfecté. 
 
Or ce transfert de la PS nécessite une interaction physique entre ces deux organelles. Nous 
avons donc cherché à savoir si la chute du transfert de PS entre le RE et les mitochondries 
suite à l’invalidation de MSBP pouvait résulter d’une rupture des interactions physiques entre 
le RE et les mitochondries. Il est connu que lorsqu’un extrait brut de mitochondries est 
préparé, une fraction du RE impliquée dans le transfert de la PS, les MAMS (Mitochondria 
Associated Membranes), reste associée aux mitochondries. Cinq jours après la transfection de 
siRNA contrôles sans cible spécifique, ou de siRNA spécifiquement dirigés contre MSBP, des 
mitochondries brutes sont préparées par centrifugation différentielle. La même quantité de 
mitochondrie est préparée dans ces deux conditions comme confirmé en Western blot à l’aide 
du marqueur mitochondrial la F1 ATPase. Dans des conditions contrôles, où un si RNA sans 
cible spécifique est transfecté, nous confirmons ici en Western Blot à l’aide du marqueur des 
MAM, l’IP3R, qu’une fraction du RE reste physiquement associée aux mitochondries brutes. 
En revanche lorsqu’un siRNA est spécifiquement dirigé contre MSBP, le marqueur IP3R 
permet de montrer une nette diminution de la fraction de MAM associée au RE. La 
diminution du transfert de PS entre le RE et les mitochondries suite à l’invalidation de MSBP 
résulte donc d’une rupture des interactions physiques entre ces deux organelles. 
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Expression des protéines MSBP dans les 
gliomes 
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 MSBP2 : un marqueur qui permet de distinguer les 
oligodendrogliomes des glioblastomes 
 
Figure 44 : MSBP2 n’est pas détectée dans les oligodendrogliomes comparés au glioblastomes 
(A) MSBP2 n’est pas détectée dans la lignée oligodendrogliale HS683. L’expression des protéines MSBP1 
et MSBP2 est analysée à l’aide des anticorps N-ter et C-ter dans des extraits protéiques totaux issus de 
trois lignée gliales : U373 (astrocytome), U87 (astrocytome), et HS683 (oligodendrogliome). 
(B) MSBP2 n’est détectée que dans des glioblastomes comparés aux oligodendrogliomes. L’expression des 
protéines MSBP1 et MSBP2 est analysée dans des extraits protéiques totaux issus de biopsies à l’aide 
de l’anticorps N-terminal.  Glioblastome (G), Oligodendrogliomes (O). 
 
Dans 80% des cas, les oligodendrogliomes se caractérisent au niveau moléculaire par la perte 
d’hétérozygotie (LOH : Loss Of Heterozygoty) au locus 1p36.33 (Perry, 2001; Reifenberger 
et al., 1994), locus qui porte entre autres les gènes MSBP1 et  MSBP2. Lorsque par Western 
Blot différentes lignées gliales sont analysées, U373 et U87, lignées issues de glioblastomes, 
HS683, lignée issue d’oligodendrogliomes, l’expression de l’épitope C-terminal de MSBP1 
est ubiquitaire, en revanche MSBP2 n’est détectable que dans les glioblastomes (figure 44A). 
Comparée au glioblastomes, la disparition de MSBP2 dans la lignée oligodendrogliale 
suggère que la protéine MSBP2 pourrait être un marqueur pour distinguer les 
oligodendrogliomes des glioblastomes. 
Pour confirmer ces résultats, l’expression des protéines MSBP1 et MSBP2 a été analysée de 
façon plus systématique à partir de biopsies classées comme des glioblastomes ou des 
oligodendrogliomes sur des critères histologiques (figure 44B). Les biopsies ont été obtenues 
auprès du laboratoire du docteur Marie Françoise Belin. L’expression de MSBP1 s’avère 
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ubiquitaire. En revanche, bien que faiblement exprimée, la protéine MSBP2 est détectée dans 
les glioblastomes mais pas dans les oligodendrogliomes. 
La protéine MSBP2 apparaît donc comme un marqueur qui permet de distinguer les 
oligodendrogliomes comparés aux glioblastomes. Par la suite, nous avons cherché à savoir si 
l’absence d’expression de MSBP2 dans les oligodendrogliomes pouvait résulter d’une 
délétion du gène MSBP2. Pour simplifier l’approche, nous avons commencé par nous 
intéresser au statut de ce gène dans la lignée dérivée d’oligodendrogliomes HS683. 
 
Délétion homozygote du gène codant pour MSBP2 dans la 
lignée oligodendrogliale HS683 
 
 
 
Figure 45 : Une délétion homozygote touche la partie 5’ du gène MSBP2 dans la lignée HS683. 
Panneau du haut. La présence de différents gènes localisés au locus 1p36.33 est analysée par PCR 
génomique dans la lignée U373, et HS683.  
Panneau du bas : Représentation schématique de la localisation des différents gènes (en noir) analysés par 
PCR génomique. La zone distale du chromosome 1p de la lignée HS683 est caractérisée par une délétion 
homozygote dont l’étendue se restreint aux  gènes Q8N1Z5 et à la partie 5’ du gène  MSBP2. 
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Une LOH au locus 1p36.33 est déjà décrite dans la lignée HS683 dérivée d’un 
oligodendrogliome (Branle et al., 2002). Ce qui signifie qu’un des deux allèles de MSBP2 est 
déjà délété. Pour expliquer l’absence d’expression de MSBP2 dans cette lignée nous nous 
sommes intéressés au statut du second allèle. Pour cela des PCR génomiques ont été 
effectuées dans la lignée HS683, la lignée U373 étant utilisée comme contrôle positif (figure 
45). Contrairement à la lignée U373, où tous les gènes du locus 1p36.33 testés sont présents, 
dans la lignée HS683 ne sont pas détectés : la partie 5’ du gène MSBP2, comprenant le 
promoteur et le premier exon au moins, ainsi que la partie 3’ du gène Q8N1Z5 adjacent à 
MSBP2 côté distal du chromosome. Nous avons ainsi pu montrer une délétion homozygote 
très localisée dans la lignée dérivée d’oligodendrogliome HS683, délétion qui ne recouvre que 
deux gènes : la partie 5’ et le promoteur du gène MSBP2 ainsi que le gène Q8N1Z5. Ce 
résultat suggère qu’au cours du développement tumoral, la pression de sélection a favorisé la 
délétion homozygote de MSBP2, et que l’invalidation de MSBP2 pourrait participer à la 
transformation cellulaire. Dans un second temps, nous avons cherché à savoir si l’invalidation 
expérimentale de l’expression des gènes MSBP pourrait participer à la transformation 
cellulaire. 
 
Invalidation de l’expression des protéines MSBP et 
transformation cellulaire 
 
Figure 46 : L’invalidation de MSBP favorise la croissance cellulaire dans les cellules U373. 
(A) Courbe de croissance des cellules U373. Le nombre relatif de cellules par unité de surface est quantifié 
à l’aide du cristal violet. Chaque valeur correspond à une moyenne sur 6 points. Des résultats similaires 
ont été obtenus de  manière indépendante 3 fois. Dans les conditions contrôles, un siRNA sans cible 
connue est transfecté (siRNA Ct), sinon des siRNA dirigés contre la protéine MSBP sont utilisés 
(siRNA MSBP). 
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(B) Croissance des cellules en soft agar. Quatre jours après la transfection du siRNA, les cellules sont 
cultivées en soft agar. Dans les conditions contrôles, un siRNA sans cible connue est transfecté (siRNA 
Ct), sinon des siRNA dirigés contre la protéine MSBP sont utilisés (siRNA MSBP). Après 10 jours de 
croissance en soft agar les colonies sont photographiées. 
 
Pour tester l’implication éventuelle des protéines MSBP dans la transformation cellulaire une 
approche d’invalidation par siRNA a été utilisée (figure 46). Pour cela des cellules gliales qui 
expriment fortement ces deux protéines ont été choisies : la lignée U373. Nous nous sommes 
intéressés à l’impact de cette invalidation sur la croissance cellulaire, un siRNA sans cible 
spécifique étant utilisé comme contrôle négatif. Cette invalidation spécifique de l’expression 
de MSBP favorise la prolifération ou la survie cellulaire : le nombre de cellules est presque 
multiplié par trois après cinq jours d’invalidation par rapport aux conditions contrôles (figure 
46A). L’invalidation de MSBP favorise la croissance en soft agar dans le même ordre de 
grandeur (figure 46B). L’invalidation de MSBP dans les cellules U373 favorise donc la 
prolifération et la croissance cellulaire indépendante de l’ancrage en Soft Agar. Une 
prolifération accrue et une capacité de survie en suspension sont deux critères de 
transformation, ces résultats suggèrent que l’invalidation de MSBP dans des cellules gliales 
pourrait participer à la transformation cellulaire. 
Surexpression des protéines MSBP et transformation cellulaire 
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Figure 47 : La surexpression des protéines MSBP inhibe la croissance. 
(A) La surexpression de MSBP2 inhibe le nombre de clones formés en test de clonogénécité. Après la 
transfection des vecteurs portant les cDNA codant pour MSBP2 ou MSBP1, ou d’un vecteur vide (Ct), 
le nombre de clones formé est analysé après 10 jours de sélection antibiotique. Panneau de gauche, les 
boîtes de cellules HS683 transfectées sont présentées après fixation et coloration. 
(B) Courbe de croissance d’un pool de cellules HS683 transfectées par un vecteur portant les cDNA codant 
pour MSBP2, ou un vecteur vide (Ct). 
(C) Colonies formées en soft agar par un pool de cellules HS683 transfectées par un vecteur portant les 
cDNA codant pour MSBP2, ou d’un vecteur vide (Ct). Après 10 jours de croissance en soft agar les 
colonies sont photographiées. 
 
Par ailleurs nous avons également analysé les effets de la surexpression des protéines MSBP 
(figure 47). Tout d’abord, un test de clonogénécité a été effectué dans différentes lignées : 
COS, NIH3T3, U373, HS683. Pour cela, un « pool » de cellules transfectées par un vecteur 
vide, ou un vecteur porteur du cDNA de MSBP1 ou MSBP2, est soumis après 48h de 
transfection à une sélection antibiotique dirigé contre le gène de resistance porté par le 
vecteur. Quelle que soit la lignée cellulaire, après 12 jours de sélection antibiotique, la 
surexpression de MSBP1 ou MSBP2 induit une diminution du nombre de clones formés, le 
nombre de clones est notamment réduit de plus de moitié dans les cellules COS (figure 47A). 
Nous avons ensuite décidé d’analyser plus en détail l’effet de cette surexpression sur la 
prolifération et la croissance en soft agar. Pour cela, afin d’amplifier l’effet de la 
surexpression, nous avons choisi une lignée gliale qui exprime faiblement les protéines 
MSBP, la lignée HS683. Bien que faible, l’analyse de la courbe de croissance montre une 
diminution de la prolifération dans les cellules HS683 qui surexpriment MSBP2 (Figure 47B). 
Par ailleurs en soft agar il existe une diminution d’un facteur deux du nombre de colonies 
formées (figure 47C). 
La surexpression de MSBP2 a donc des effets parfaitement opposés à ceux de l’invalidation 
des protéines MSBPs : une diminution de la prolifération et de la croissance indépendante de 
l’ancrage. 
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Discussion 
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Localisation mitochondriale de MSBP 
Les études précédentes, des approches globales de fractionnements biochimiques et de 
protéomique qui ne portaient pas spécifiquement sur MSBP, étaient contradictoires sur la 
localisation subcellulaire de MSBP. La protéine était présentée comme se localisant à la 
membrane plasmique (Geuijen et al., 2005), aux chromosomes interphasiques (Morrison et 
al., 2002), ou à la mitochondrie (Da Cruz et al., 2003; Mootha et al., 2003). Dans tous les 
types cellulaires utilisés au cours de notre étude, que ce soit par des approches 
d’immunofluorescence (protéines endogènes ou protéines surexprimées avec une étiquette 
myc), ou lors de fractionnements subcellulaires en biochimie, MSBP est toujours associée aux 
mitochondries et n’a jamais été observée associée à d’autres compartiments cellulaires. 
 Bien plus, nous avons montré que la protéine MSBP est une protéine mitochondriale 
transmembranaire intégrale, qu’elle présente un épitope N-terminal exposé côté cytosolique, 
et un domaine C-terminal de 35 kDa, comprenant le site de fixation et d’hydrolyse de l’ATP, 
protégé à l’intérieur de la mitochondrie (figure 48A).  
Le mode le plus classique d’adressage des protéines à la mitochondrie utilise des séquences 
N-terminales clivables. L’élimination de cette séquence a permis de montrer que l’adressage 
de MSBP requiert un système alternatif. Ce système d’adressage alternatif est en accord avec 
la localisation de MSBP à la membrane mitochondriale externe : aucune protéine de la 
membrane externe décrite à ce jour, ne présente de séquence d’adressage N-terminale 
clivable. Par ailleurs, des travaux montrent que les séquences 3’ UTR des ARNm de certaines 
protéines mitochondriales permettent leur traduction localisée, à proximité des mitochondries 
(Marc et al., 2002). Nous avons montré ici que la délétion de sa séquence 3’ UTR dans la 
construction avec une étiquette myc en C-terminal, n’empêche pas l’adressage de MSBP aux 
mitochondries. 
Enfin la capacité de MSBP à interagir avec la membrane interne suggère que MSBP est une 
protéine de la membrane externe localisée aux sites d’interactions avec la membrane interne. 
Des études montrent que ces domaines sont enrichis aux sites d’interactions des 
mitochondries avec le RE (Ardail et al., 1993; Ardail et al., 1991; Gaigg et al., 1995), des 
micro-domaines impliqués dans le transfert du calcium (Rapizzi et al., 2002; Shoshan-
Barmatz et al., 2004), des nucléotides (Wilding et al., 2006) et de la PS (Hovius et al., 1992; 
Vance and Steenbergen, 2005) (Figures 21 et 22). Or nous avons montré que la protéine 
MSBP est nécessaire pour le maintien des interactions entre le RE et les mitochondries, ainsi 
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que pour le transfert de PS entre ces deux organelles. La localisation de MSBP est donc en 
parfait accord avec sa fonction cellulaire. 
MSBP et l’ancrage périnucléaire des mitochondries 
La mauvaise distribution subcellulaire des mitochondries peut être la conséquence secondaire 
d’un état métabolique altéré comme le mauvais fonctionnement de la chaîne respiratoire, ou 
une chute du potentiel membranaire. Suite à l’invalidation de l’expression de MSBP par un 
siRNA, aucune modification majeure de l’état métabolique des mitochondries n’a été 
observée, et la prolifération cellulaire n’est pas réduite. La modification observée dans la 
distribution des mitochondries résulte donc d’une implication plus directe de la protéine 
MSBP dans la distribution subcellulaire des mitochondries. 
Dans les cellules U373, contrairement aux cellules Hela, les mitochondries s’accumulent de 
façon asymétrique à un pôle du noyau dans une forte proportion de cellules. L’invalidation de 
MSBP s’accompagne alors d’une libération des mitochondries de ce qui apparaît comme un 
centre organisateur périnucléaire des mitochondries : les mitochondries se dispersent vers la 
périphérie. La présence de MSBP apparaît donc comme nécessaire à l’ancrage des 
mitochondries sur ce centre organisateur (figure 48B). Au contraire, l’inhibition de l’activité 
ATPase, par la délétion du site de fixation de l’ATP ou par une mutation ponctuelle d’un 
résidu impliqué dans la fixation de l’ATP, favorise l’agrégation des mitochondries autour de 
ce centre organisateur (figure 48B). L’invalidation de MSBP, ou l’inhibition de son activité 
ATPase a donc des effets complètement opposés. MSBP permet donc l’ancrage des 
mitochondries autour d’un centre organisateur à proximité du noyau, et son activité ATPase 
régule la libération des mitochondries de ce centre organisateur. 
Une analyse de la bibliographie montre que d’autres approches génétiques ont également 
abouti à l’agrégation des mitochondries à un pôle du noyau. Ainsi, l’invalidation d’un moteur 
moléculaire, la kinésine, qui permet le transport antérograde des mitochondries (Tanaka et al., 
1998; Wu et al., 1998), ou l’invalidation de l’une ou l’autre des protéines adaptatrices, Milton 
ou Miro, qui permettent l’ancrage des mitochondries sur ce moteur, aboutissent à une telle 
agrégation (Glater et al., 2006; Guo et al., 2005). D’autre part le traitement de cellules Hela 
par la staurosporine, qui induit l’entrée en apoptose de ces cellules, s’accompagne d’une 
réorganisation des microtubules dépendante de la phosphorylation de Tau et d’une 
accumulation des mitochondries autour du centrosome (Darios et al., 2005). Ainsi toutes ces 
études soulignent l’importance du mouvement des mitochondries le long de ce réseau de 
microtubules dans la régulation de la distribution des mitochondries par rapport à un centre 
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organisateur périnucléaire des mitochondries. Mais ce centre organisateur reste à identifier, la 
zone d’accumulation des mitochondries est beaucoup plus large que le centrosome, très 
ponctuel, et qui n’apparaît que comme « un centre de gravité » dans l’équilibre entre les 
mouvements antérogrades et rétrogrades des mitochondries le long du réseau de microtubules. 
La distribution des mitochondries résulte également de leur immobilisation, leur ancrage, à 
des sites spécifiques (Hollenbeck and Saxton, 2005). Les mécanismes moléculaires qui 
permettent l’ancrage des mitochondries à proximité d’organelles comme le RE restent à 
identifier. 
La comparaison de la protéine MSBP avec la protéine Miro peut s’avérer intéressante. La 
protéine adaptatrice Miro qui établit les contacts entre la mitochondrie et un moteur des 
microtubules, est essentielle pour les déplacements antérogrades des mitochondries (Fransson 
et al., 2003; Fransson et al., 2006; Frederick et al., 2004; Guo et al., 2005). Les protéines 
MSBP et Miro partagent des points communs. Ce sont des protéines de la membrane externe 
des mitochondries, et elles sont transmembranaires intégrales. Si MSBP interagit avec une 
protéine à mains EF, sites de fixation du calcium, la S100B, la séquence de Miro porte 
également des mains EF. De même que la protéine MSBP possède un domaine ATPase, Miro 
possède un site GTPase. Cependant son site GTPase est exposé côté cytosolique, 
contrairement à MSBP dont le site ATPase est protégé à l’intérieur de la mitochondrie. Mais 
des différences beaucoup plus importantes apparaissent d’un point de vue fonctionnel. Certes, 
les mutations du domaine GTPase ou main EF de Miro (Fransson et al., 2006), ou la mutation 
du domaine ATPase de MSBP induisent toutes une accumulation périnucléaire des 
mitochondries. Mais, la surexpression de la protéine MSBP est sans effet apparent, tandis que 
la surexpression de Miro induit une accumulation des mitochondries à la périphérie (Guo et 
al., 2005). Bien plus, si l’invalidation de la protéine Miro a un effet similaire aux mutations 
ponctuelles, au contraire l’invalidation de l’expression de MSBP et la mutation de son site 
ATPase ont des effets opposés. Dans ce contexte, la protéine MSBP s’avère originale. Les 
moteurs moléculaires kinésines, les protéines adaptatrices Milton et Miro, sont impliqués dans 
la régulation du mouvement des mitochondries, tandis que la protéine MSBP semble 
impliquée dans la régulation de l’interaction des mitochondries avec un centre organisateur 
périnucléaire. 
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Perspectives 
La distribution proximo distale des mitochondries par rapport au noyau, les phénomènes de 
fusion/fission des mitochondries, les propriétés de déplacement des mitochondries sont très 
étudiés. En revanche, les mécanismes moléculaires qui permettent l’ancrage des 
mitochondries à des sites précis et leurs interactions avec d’autres organelles restent peu 
décrits. Par ailleurs, bien qu’observée, la répartition des mitochondries autour du noyau qui 
peut être symétrique (symétrie radiale), ou asymétrique (accumulation à un pôle), n’est pas 
étudiée. Cette asymétrie pourrait être essentielle dans les cellules polarisées, lors de la 
migration cellulaire, ou lors de la division asymétrique. D’autre part, les mitochondries jouent 
un rôle essentiel dans la régulation de la propagation des signalisations calciques. Des 
constructions mutantes de MSBP, comme la construction 1-287, pourraient s’avérer de très 
bons outils pour analyser  les relations entre distributions mitochondriales, interactions des 
mitochondries avec les autres réservoirs à calcium, RE et membranes plasmiques, et les 
modifications de la signalisation calcique cellulaire. 
Des modèles cellulaires comme les neurones ou les cellules pancréatiques, des cellules 
fortement polarisées, s’avèrent très intéressants pour l’étude de la distribution des 
mitochondries. Dans ces cellules la distribution des mitochondries est très hétérogène, et 
l’accumulation des mitochondries à des sites précis est essentielle pour la régulation locale de 
la production d’ATP ou l’homéostasie calcique. L’invalidation de MSBP, ou l’utilisation de 
protéines mutantes pourrait s’avérer intéressante dans ces modèles cellulaires. 
Suite à l’invalidation de MSBP qui induit une modification de la distribution des 
mitochondries, une dispersion des mitochondries vers la périphérie, la vidéomicroscopie 
devrait permettre de montrer que le mouvement des mitochondries périphériques (cinétique, 
direction) n’est pas altéré, mais que seuls l’immobilisation et l’ancrage autour d’une structure 
périnucléaire sont modifiés. 
 Bien que le mécanisme moléculaire par lequel MSBP est impliquée dans la régulation de 
l’interaction des mitochondries avec un centre organisateur reste inconnu, des résultats 
préliminaires suggèrent que MSBP puisse interagir avec des composants du cytosquelette. 
Ainsi la construction MSBP 150-280 n’est plus localisée aux mitochondries, s’accumule dans 
des structures similaires au centre organisateur des mitochondries, et induit une libération des 
mitochondries de ce centre organisateur et leur dispersion vers la périphérie. Ceci suggère que 
cette protéine MSBP mutante, lorsqu’elle s’accumule au centre organisateur, masque le site 
d’ancrage de la protéine MSBP mitochondriale sauvage et empêche ainsi l’agrégation des 
mitochondries autour de ce centre organisateur. Si l’hypothèse de l’interaction de la protéine 
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MSBP avec un composant du cytosquelette s’avère juste, la prochaine étape est 
l’identification de ce composant. La construction pourrait alors être utilisée pour des 
expériences d’immunoprécipitation ou de « pull down ». 
Interactions RE-mitochondries et transfert de la PS 
Une étude précédente a montré que la S100B stimule de façon calcium et ATP dépendante le 
transfert de PS du RE vers les mitochondries (Kuge et al., 2001). Dans la présente étude, nous 
avons identifié une cible mitochondriale de la S100B qui présente les caractéristiques requises 
pour être l’effecteur de la S100B dans ce transport : c’est une ATPase dont l’interaction avec 
la S100B est calcium dépendante. Bien plus, l’invalidation de MSBP réduit fortement le 
transport de la PS. Il existe plusieurs explications au fait que l’inhibition du transfert de la PS 
ne soit pas complète. Tout d’abord une approche du type siRNA diminue fortement 
l’expression de la protéine, mais ne l’abolit pas complètement. Ensuite, une deuxième voie de 
biosynthèse pour la PE existe, la voie CDP-éthanolamine dans le RE (Henneberry et al., 2002; 
Kennedy, 1956; Vance, 1988). La voie de biosynthèse majoritaire varie d’un type cellulaire à 
l’autre (Kuge et al., 1986; Miller and Kent, 1986; Sundler and Akesson, 1975; Voelker, 1984; 
Zelinski and Choy, 1982) (figure 21). MSBP apparaît donc comme l’effecteur de la S100B 
dans la régulation du transfert calcium dépendant de la PS du RE à la mitochondrie. 
Mais l’implication de MSBP dans le transport de la PS est en fait indirect, MSBP régule la 
distribution subcellulaire des mitochondries, et leurs interactions avec le RE, qui est 
indispensable pour le transfert de la PS. Une étude précédente avait montré en 
immunofluorescence que l’accumulation périnucléaire des mitochondries autour des 
centrosomes s’accompagne d’une augmentation du recouvrement entre le marquage du RE et 
le marquage des mitochondries (Darios et al., 2005). En accord avec ce résultat, nous 
montrons ici par une approche biochimique, qu’à l’inverse, une dispersion vers la périphérie 
des mitochondries, induite par l’invalidation de l’expression de MSBP, s’accompagne d’une 
diminution des interactions entre le RE et les mitochondries. Toutes les études précédentes 
qui montraient l’importance des interactions entre le RE et les mitochondries dans le transfert 
de la PS utilisaient des approches biochimiques. L’invalidation de MSBP est la première 
approche « génétique », qui montre par l’invalidation de l’expression d’une protéine par 
siRNA, que les contacts physiques étroits entre le RE et les mitochondries sont indispensables 
pour un tel transfert. Il avait été proposé que la S100B régule les interactions entre le RE et les 
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mitochondries (Vance and Steenbergen, 2005), nous avons identifié ici une cible de la S100B 
qui régule les interactions entre le RE et les mitochondries, et donc le transfert de la PS. 
 
Perspectives 
Des études complémentaires devraient permettre de confirmer que MSBP est l’effecteur de la 
S100B : en effet suite à l’invalidation de MSBP, la S100B ne devrait plus être capable de 
stimuler le transfert de PS.  
Concernant le transfert de la PS, et les interactions entre le RE et les mitochondries, seule 
l’influence du siRNA a été étudiée, il reste à tester l’influence des protéines MSBP délétées 
ou mutées pour le site ATPase. 
Spécificité de l’interaction directe entre la S100B et MSBP. 
L’approche par Far Western, qui a permis l’identification de MSBP comme cible de la sonde 
S100B radiomarquée au 35S, est originale. MSBP est la première cible de la S100B identifiée 
par cette approche. En Far Western, MSBP est la cible majeure reconnue par la S100B dans 
un échantillon protéique complexe : un extrait cellulaire total. Contrairement à d’autres 
techniques, comme les « pulldown S100B » ou les co-immunoprécipitations qui permettent 
l’identification de nombreuses cibles de la S100B, le Far Western permet d’identifier des 
cibles insolubles et semble être une technique plus stringente : dans ces conditions la S100B 
reconnaît de façon spécifique un nombre restreint de cibles. De plus la technique du Far 
Western permet d’affirmer que l’interaction entre la S100B et MSBP est directe, sans 
protéines adaptatrices intermédiaires. 
De nombreuses protéines S100 partagent des cibles en commun. Ainsi la S100A1, protéine 
qui est la plus proche de la S100B avec 59 % d’identité stricte, est capable de former des 
hétérodimères avec la S100B (Deloulme et al., 2000), et interagit avec une dizaine de cibles 
communes à la S100B. Pourtant dans des expériences de S100B « pull down », la S100A1 est 
incapable de dissocier l’interaction entre la S100B et MSBP. Ce qui suggère que l’interaction 
entre la S100B et MSBP est de très haute affinité. De plus, une approche plus classique, 
comme la co-immunoprécipitation, confirme que les protéines S100B et MSBP endogènes 
sont capables d’interagir. 
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S100B : un senseur à calcium à l’interface MAM mitochondries. 
Une analyse bibliographique montre que de nombreuses cibles de la S100B, une trentaine à ce 
jour, ont déjà été identifiées. Cependant pour toutes ces cibles l’interaction n’a été montrée 
qu’in vitro à des concentrations calciques nettement supérieures aux concentrations 
cytosoliques. L’implication commune de MSBP et de la S100B dans la régulation du transfert 
de la PS du RE vers les mitochondries, la localisation de MSBP à la membrane externe des 
mitochondries, aux zones de contacts entre les membranes externes et internes, connues pour 
être enrichies à l’interface mitochondries-RE, suggèrent que l’interaction calcium dépendante 
entre la S100B et MSBP a lieu à cette interface, où les concentrations calciques, de 15 à 100 
µM (Csordas et al., 1999; Neher, 1998), sont en accord avec l’affinité de la S100B pour le 
calcium. Par ailleurs, les interactions entre les MAM et les mitochondries sont régulées par les 
concentrations calciques (Wang et al., 2000b), la S100B pourrait être le senseur à calcium qui 
régule ces interactions.  
Les protéines de la famille AAA forment des oligomères, l’ATP interagissant à l’interface de 
deux monomères, l’inhibition de l’oligomérisation s’accompagne donc d’une inhibition de 
l’activité ATPase (Frickey and Lupas, 2004). La S100B inhibe la formation des oligomères de 
MSBP, membre de la famille AAA, et pourrait réguler ainsi son activité ATPase (figure 48A). 
Il a déjà été montré que la S100B peut inhiber l’oligomérisation de ses protéines cibles, 
notamment pour les filaments intermédiaires (Sorci et al., 1998), les microtubules (Sorci et 
al., 2000), ou la protéine p53 (Fernandez-Fernandez et al., 2005) par exemple. 
 
Perspectives 
Si le fonctionnement de la protéine MSBP est identique au mécanisme commun déjà décrit 
pour les autres membres de la famille AAA, alors l’inhibition de l’oligomérisation de MSBP 
par la S100B devrait s’accompagner d’une inhibition de son activité ATPase. La 
surexpression de la S100B devrait donc induire un phénotype identique à la surexpression des 
protéines MSBP mutées ou délétées pour leur site ATPase : un regroupement des 
mitochondries à un pôle du noyau (figure 48).  
Cependant la difficulté de telles approches ne doit pas être sous-estimée. En plus de MSBP, la 
S100B interagit avec de nombreuses autres cibles. La S100B n’est qu’une protéine régulatrice 
dont la fonction peut être compensée, notamment par d’autres S100 comme la S100A1 avec 
laquelle elle partage de nombreuses cibles. Ainsi les souris transgéniques ou invalidées ne 
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présentent pas de phénotypes majeurs, mais seulement des phénotypes complexes révélés par 
des conditions de stress, vieillissement, épilepsie… 
 
Figure 48 : modèles d’interprétation 
(A) Régulation de l’activité de MSBP par la S100B. 
La protéine MSBP est une protéine mitochondriale transmembranaire intégrale, dont le domaine N-terminal, 
site de fixation de la S100B, est exposé côté cytosolique, le côté C-terminal, porteur du site de fixation de 
l’ATP, protégé à l’intérieur de la mitochondrie. La protéine est localisée aux sites de contacts avec la membrane 
interne. Tous les membres de la famille AAA, à laquelle appartient MSBP, décrits à ce jour sont présents sous la 
forme d’hexamères, l’ATP étant fixé à l’interface entre deux monomères. L’oligomérisation est nécessaire à 
leur activité ATPase. La S100B qui inhibe l’oligomérisation de MSBP pourrait réguler ainsi son activité 
ATPase. 
(B) Régulation de la distribution des mitochondries par la protéine MSBP. 
La protéine MSBP est nécessaire pour l’ancrage des mitochondries autour d’un centre d’organisation 
périnucléaire. L’activité ATPase de MSBP régule la libération des mitochondries de ce centre organisateur. La 
S100B inhibe cette activité ATPase et favorise l’accumulation périnucléaire. Les interactions physiques et le 
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transfert de PS entre le RE et les mitochondries sont favorisés lorsque les mitochondries s’accumulent autour de 
ce centre organisateur, mais inhibés lorsque les mitochondries se dispersent à la périphérie.   
  
S100B, MSBP et retard de la différenciation des CPO. 
Dans toutes les lignées cellulaires humaines testées, MSBP1 est exprimée. Il en va de même 
pour MSBP2, à l’exception de la lignée HS683. L’expression de la S100B n’est pas aussi 
ubiquitaire. La S100B n’est donc probablement pas indispensable au fonctionnement 
physiologique de MSBP, mais un régulateur qui intervient dans des conditions particulières. 
Ainsi dans le lignage oligodendrocytaire, S100B est fortement exprimée de façon transitoire 
au cours de la maturation (Deloulme et al., 2004; Hachem et al., 2005). L’invalidation de la 
S100B, ou de sa cible mitochondriale, MSBP, ont des effets similaires : un ralentissement de 
la différenciation dans les CPO, et un ralentissement du transfert de la PS. Au niveau 
fonctionnel MSBP apparaît donc bien comme l’effecteur de la S100B dans le contrôle du 
transfert de la PS et le contrôle de la différenciation des CPO. La maturation des CPO, qui au 
niveau morphologique se caractérise par un accroissement de la surface membranaire et une 
synthèse des gaines de myéline, demande un fort taux de synthèse de phospholipides, 
notamment de PE. La diminution du transfert du précurseur de PE, la PS, du RE vers la 
mitochondrie lors de l’invalidation de la S100B ou de sa cible, MSBP, pourrait être la cause 
du retard de différenciation observé. 
Néanmoins d’autres hypothèses sont envisageables pour expliquer le retard de différenciation, 
par exemple la distribution des mitochondries est essentielle dans le contrôle des 
signalisations calciques intracellulaires. 
MSBP marqueur de classification pour distinguer les 
oligodendrogliomes des glioblastomes? 
Des études précédentes avaient déjà montré que les protéines MSBP pouvaient être des 
marqueurs tumoraux. La recherche d’auto-antigènes extracellulaires chez l’homme lors du 
développement d’adénocarcinomes du cou et de la nuque (Gires et al., 2004; Schaffrik et al., 
2006), ou de leucémies myéloïdes aigües (Geuijen et al., 2005), avait abouti à l’identification 
des protéines MSBP. Une localisation subcellulaire anormale, membrane plasmique, a ainsi 
pu être observée (Geuijen et al., 2005). Ces résultats suggèrent que la perturbation de la 
fonction MSBP pourrait apparaître lors du développement de tumeurs. Par ailleurs il a été 
montré chez le rongeur que l’oncogène myc inhibe la transcription de MSBP (Zeller et al., 
2003). Nous nous sommes intéressés à l’expression des protéines MSBP dans un contexte 
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tumoral différent, pas encore étudié, les gliomes, et cela en raison de la localisation 
chromosomique des gènes MSBP, au locus 1p36, caractérisé par une perte d’hétérozygotie 
dans les oligodendrogliomes.  
Dans ce contexte, la protéine MSBP2 apparaît comme un marqueur qui permet de distinguer 
les oligodendrogliomes, où elle n’est pas détectée, des glioblastomes. Cependant une des 
limites de cette approche est que l’expression de MSBP2 dans les glioblastomes reste faible. 
Les glioblastomes sont des tumeurs très hétérogènes, dans ces tumeurs, la protéine MSBP2 
pourrait n’être exprimée que par un type cellulaire particulier, comme celui présentant des 
propriétés de cellules souches (Ignatova et al., 2002; Loeper et al., 2001). 
Perspective 
Dans ce contexte développer un anticorps spécifique de MSBP2 pour des marquages sur des 
coupes de tissus devrait permettre d’utiliser plus aisément MSBP2 pour discriminer les 
glioblastomes des oligodendrogliomes. 
Distinction entre MSBP2 et MSBP1. 
Comparé aux autres génomes de mammifères, le génome humain apparaît comme le seul 
porteur de deux gènes MSBP. En accord avec la duplication récente du gène, MSBP1 et 
MSBP2 présentent 93 % d’identité, et seule la présence de 62 acides aminés supplémentaires 
côté C-terminal distingue véritablement la séquence protéique de MSBP2 de celle de MSBP1. 
Ainsi les deux protéines MSBP1 et MSBP2 sont mitochondriales, capables de former 
ensemble des hétéro-oligomères, et peuvent interagir toutes deux avec la S100B. La 
surexpression de l’une ou l’autre des protéines a des effets similaires sur les tests de 
clonogénécité. Les deux protéines MSBP1 et MSBP2 sont exprimées dans toutes les lignées 
cellulaires humaines testées au laboratoire : Hela, MCF7, U373, à l’exception de la lignée 
oligodendrogliale HS683 qui n’exprime que MSBP1. Des analyses de biopsies suggèrent que 
l’expression de la protéine MSBP2 est ubiquitaire dans l’embryon humain, mais qu’en 
revanche dans les deux tissus différenciés testés chez l’adulte, cerveau et cœur, la protéine 
MSBP2 n’est pas détectée, sauf dans une zone germinative de l’hypophyse. D’autre part, en 
culture dans les cellules U373, une diminution de l’expression de MSBP2 est observée après 
confluence. Tous ces résultats préliminaires suggèrent que l’expression de la protéine MSBP1 
est ubiquitaire, tandis que la protéine MSB2 est exprimée dans les tissus germinatifs et les 
lignées cellulaires, où MSBP2 pourrait réguler l’activité de MSBP1 via sa capacité à former 
des hétéro-oligomères avec celle-ci.  
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LOH et délétion homozygote du gène codant pour MSBP2 
La perte d’hétérozygotie au locus 1p36 dans les oligodendrogliomes (Ino et al., 2001; Ino et 
al., 2000; Jeuken et al., 2001; McDonald et al., 2005; Ohgaki and Kleihues, 2005; 
Reifenberger et al., 1994; Smith et al., 2005; Smith et al., 2000; Stupp et al., 2006; Watson et 
al., 2001b), ainsi que dans la lignée HS683 (Branle et al., 2002), avait déjà été montrée. Nous 
montrons pour la première fois, dans la lignée cellulaire HS683, que le gène codant pour la 
protéine MSBP2 peut être délété de façon homozygote. Cette délétion homozygote est très 
localisée, son étendue se restreint au gène Q8N1Z5 et au promoteur et de la partie 5’ codante 
du gène MSBP2. Cette délétion pourrait s’accompagner d’une translocation chromosomique. 
Ainsi la partie 3’ du gène MSBP2, toujours présente, pourrait être fusionnée avec un autre 
gène. La capacité des protéines MSBP à former des homo- ou hétéro-oligomères, formation 
d’oligomères qui est nécessaire pour l’activité ATPase (Frickey and Lupas, 2004), suggère 
que de telles protéines tronquées ou mutées pourraient jouer le rôle de dominant négatif 
comme nous l’avons par ailleurs observé pour une protéine exogène, la construction MSBP 
mutée au niveau du motif Walker A.  
 
L’absence d’expression de MSBP2 sauvage dans les oligodendrogliomes pourrait résulter de 
l’absence d’expression de cette protéine dans les tissus sains d’où dérivent les cellules 
tumorales. Mais la délétion homozygote du gène MSBP2 dans la lignée HS683, suggère une 
pression de sélection qui favorise l’invalidation de l’expression de ces gènes au cours du 
développement tumoral.  
Perspectives 
Il serait nécessaire d’analyser les causes qui peuvent être à l’origine de l’absence d’expression 
de MSP2 dans des biopsies de tumeurs. Mais cela peut s’avérer difficile et complexe. 
L’absence d’expression de MSBP2 peut avoir des origines multiples : mutation d’un facteur 
de transcription en amont de l’expression des protéines MSBP, mutation ou méthylation du 
promoteur, mutation ou troncation de la séquence codante comme nous l’avons déjà montré 
pour la lignée HS683. 
Invalidation des gènes MSBP et transformation cellulaire 
Dans les lignées gliales, au contraire de la surexpression de MSBP2, l’invalidation des 
protéines MSBP favorise la prolifération et la croissance indépendante de l’ancrage. 
 - 144 - 
L’invalidation de la fonction des protéines MSBP pourrait donc participer à la transformation 
cellulaire lors du développement des oligodendrogliomes. Mais, comparée à l’invalidation de 
protéines suppresseurs de tumeurs comme p53 ou p21, l’invalidation des protéines MSBP 
présente des effets nettement moindres. L’invalidation des protéines MSBP ne serait qu’une 
composante parmi une combinaison complexe de mutations impliquées dans la transformation 
cellulaire. En accord avec cette observation la LOH au locus 1p36.33 est très étendue et 
concerne de très nombreux gènes, de nombreux gènes doivent donc être invalidés pour 
permettre le développement des oligodendrogliomes. 
L’invalidation de la protéine mitochondriale MSBP n’inhibe pas l’activité métabolique des 
mitochondries, au contraire cette invalidation s’accompagne d’une prolifération cellulaire 
accrue. Cette augmentation de la prolifération peut avoir de multiples origines qui n’ont pas 
encore été investiguées en détail : raccourcissement de la durée du cycle cellulaire, diminution 
de la proportion des cellules en G0, diminution de l’apoptose spontanée. Cette dernière 
hypothèse mériterait une attention particulière. En effet, un renforcement des contacts entre le 
RE et les mitochondries favorise les transferts de calcium et l’entrée en apoptose (Chami 
Mounia, 2006; Darios et al., 2005; Filippin et al., 2003; Fransson et al., 2003; Muriel et al., 
2000), tandis qu’à l’inverse leur dissociation inhibe l’entrée en apoptose (Simmen et al., 
2005). Or nous avons montré dans la lignée U373 que l’invalidation de MSBP s’accompagne 
d’une diminution des interactions du RE avec les mitochondries. 
Perspective 
Il serait donc intéressant de tester si la dissociation des interactions entre RE et mitochondries, 
suite à l’invalidation de MSBP, s’accompagne d’une diminution de l’apoptose spontanée qui 
expliquerait alors l’augmentation de la prolifération observée. 
Importance du type cellulaire dans la transformation tumorale 
Chaque type tumoral présente une signature moléculaire qui lui est propre, correspondant à 
une combinaison d’altérations disparates des séquences ADN : mutations, délétions, 
méthylations des îlots CpG dans les promoteurs. L’identité tumorale dépend également de 
l’identité cellulaire des cellules originelles dont elle dérive. Ainsi l’invalidation des gènes 
MSBP, localisés au locus 1p36.33, accroît la prolifération cellulaire de la lignée gliale U373, 
mais pas celle de la lignée épithéliale Hela, suggérant que l’invalidation des gènes MSBPs n’a 
un effet transformant que dans certaines populations cellulaires comme la lignée gliale U373. 
L’absence d’effet de l’invalidation de MSBP sur la prolifération des cellules Hela comparées 
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aux cellules U373 peut être corrélée à l’absence d’effet sur la distribution des mitochondries. 
Contrairement aux cellules U373, dans les cellules Hela les mitochondries sont déjà localisées 
à la périphérie, l’invalidation de MSBP a donc un effet moindre sur la distribution des 
cellules. 
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Conclusion générale 
Ce travail a été initié par l’identification d’une protéine, MSBP, comme cible de la 
calciprotéine S100B dans les cellules progénitrices oligodendrogliales (CPO). Les 
caractéristiques de cette interaction MSBP-S100B sont classiques et ont déjà été retrouvées 
pour d’autres cibles de la S100B : interaction dépendante du calcium, régulation de 
l’oligomérisation de la protéine cible par la S100B. Ces résultats confirment le rôle régulateur 
que peut jouer le senseur à calcium qu’est la S100B. Par ailleurs cette interaction présente des 
caractéristiques originales : l’interaction présente une très forte spécificité, mais surtout la 
cible de la S100B est localisée dans un compartiment subcellulaire particulier : la 
mitochondrie.  
De plus, ce travail ne se réduit pas à l’identification d’une nouvelle cible de la S100B. Aucune 
étude spécifique préalable ne portait sur cette protéine. La caractérisation fonctionnelle de 
MSBP, par l’utilisation d’invalidation par siRNA ou par l’utilisation de mutants, a permis de 
montrer que cette protéine est essentielle dans la régulation de la distribution des 
mitochondries et de leur interaction avec le RE. Ces résultats démontrent la validité de 
l’hypothèse du Docteur Vance (Vance et Steenbergen, 2005) selon laquelle la S100B régule la 
distribution et l’interaction des mitochondries avec le RE, et montrent que pour cela la 
nouvelle protéine MSBP est l’effecteur de la S100B.  
Nous montrons également que la régulation de cette interaction entre mitochondries et RE par 
MSBP a des conséquences fonctionnelles importantes pour la physiologie de la cellule et de 
l’organisme. L’invalidation de MSBP induit une réduction du transfert de PS entre le RE et 
les mitochondries, et un retard de la différenciation des CPO. MSBP apparaît comme le 
maillon manquant pour expliquer certains phénotypes de la S100B jusqu’alors inexpliqués. 
L’identification de cette cible explique comment la S100B stimule le transfert de la PS entre 
RE et mitochondries, résultat qui avait été obtenu par l’équipe du Docteur Kuge (Kuge et al., 
2001), et elle explique également comment l’invalidation de la S100B aboutit à un retard de la 
différenciation des CPO. 
Par ailleurs, ce travail ouvre des perspectives sur deux champs d’investigation majeurs. 
Concernant l’intégration de la fonction de la S100B, la régulation de la distribution des 
mitochondries pourrait expliquer de nombreux autres phénotypes complexes observés chez 
les souris invalidées ou transgéniques pour la S100B : perturbation de l’homéostasie calcique, 
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vieillissement accéléré des neurones, sensibilité accrue aux infarctus, défauts cognitifs. Autant 
de voies qui restent à explorer. 
Cette étude de MSBP permet également d’apporter de nouveaux outils et de nouvelles 
perspectives dans la distribution subcellulaire des mitochondries. Les études précédentes 
s’intéressent aux mouvements antérogrades ou rétrogrades des mitochondries. Un mutant 
comme la construction 1-287, met en évidence l’importance de nouvelles structures comme 
un centre d’organisation et d’ancrage périnucléaire. Si des questions comme la distribution 
proximo-distale des mitochondries sont fortement étudiées, la question de l’asymétrie l’est 
moins. La construction 1-287 devrait permettre d’adresser de nouvelles questions comme la 
distribution asymétrique des mitochondries lors de la polarisation des cellules, leurs 
migrations ou leurs divisions asymétriques. 
Enfin l’identification d’une nouvelle cible de la S100B et sa caractérisation fonctionnelle 
ouvrent des perspectives thérapeutiques. Il avait été montré que l’oncogène VerB lorsqu’il est 
exprimé sous un promoteur S100B induit le développement d’oligodendrogliomes, indiquant 
que les cellules qui expriment fortement la S100B peuvent être les cellules originelles dont 
dérivent les oligodendrogliomes. Or la cible de la S100B identifiée par ce travail, est localisée 
dans le génome humain au locus 1p36.33, caractérisé par une perte d’hétérozygotie dans les 
oligodendrogliomes.  Nous montrons ici que le gène codant pour MSBP2 peut être délété de 
façon homozygote dans une lignée dérivée d’oligodendrogliome, par ailleurs dans des 
biopsies de tumeurs, l’absence d’expression de MSBP2 permet de différencier les 
oligodendrogliomes des glioblastomes. MSBP2 apparaît donc comme un nouveau marqueur 
pour classer les tumeurs, ce qui permettrait d’adapter leurs traitements. Par ailleurs 
l’invalidation de MSBP pourrait être une des composantes de la transformation cellulaire à 
l’origine du développement des oligodendrogliomes. Cette hypothèse mérite d’être 
approfondie, car MSBP pourrait alors être utilisée comme cible thérapeutique. 
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Matériel et méthode
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Cultures cellulaires 
Les lignées cellulaires, U373, U87, HS683, Hela, Cos : les cellules sont cultivées dans du 
DMEM (Dulbeco Modified Eagle Medium)-Glutamax (Gibco) supplémenté avec 10% de 
sérum de veau fœtal (FCS; Seromed) et 1% pénicilline streptomycine dans un incubateur 95% 
O2,  5% CO2 à 37,5°C. 
Culture des cellules progénitrices oligodendrogliales de rat (CPO) : les cultures secondaires 
de CPO ont été obtenues auprès du docteur Labourdette. Les cellules peuvent être congelées 
dans le milieu suivant : DMEM ½, DCS ½, plus 10% de DMSO. Les cellules sont cultivées 
dans du DMEM (1/3), F12 (1/3), milieu conditionné B104 (1/3), DCS (Donor Calf Serum) 
décomplémenté (0.5%), N2 (1%), Glucose 1M (2%), PS (1%).  Du PDGF (1/1000) et du 
bFGF (1/1000) sont rajoutés tous les jours. Un passage cellulaire est effectué tous les 4 à 6 
jours, les cellules sont diluées au 1/3. Pour cela les cellules sont décollées mécaniquement à 
l’aide du flux de la pipette. Pour induire la différenciation un nouveau milieu de culture est 
utilisé : DMEM (1/2), F12 (1/2), PS (1%), Glucose 1 M (2%), NT3 (1/10000), PDGF 
(1/1000), Forskolin (1/1000), NTF (1/1000), et l’hormone thyroïdienne T3 (1/750) qui est 
rajoutée tous les jours. 
Courbes de croissance et activité métabolique des cellules 
Les siRNA sont transféctés au temps to. Au temps t24h les cellules sont trypsinées et 
ensemencées sur 6 plaques 96 puits à différentes dilutions (6 puits pour chaque condition). A 
t48h l’activité métabolique des cellules vivantes est mesurée sur une plaque à l’aide du réactif 
Wst1 (Roche) suivant le protocole du manufacturer. Le réactif WST1 (ROCHE) permet de 
mesurer sur des cellules vivantes l’activité de la succinate-tetrazolium réductase (Hopper, 
1997), une enzyme de la chaîne respiratoire mitochondriale. Puis, après un lavage au PBS, la 
même plaque est colorée au cristal violet : 50 µl d’une solution de cristal violet (0.05% de 
cristal dans 25% méthanol, 75% H2O) sont ajoutés par puits et incubés pendant 15 min. Les 
excès de colorant sont retirés par quatre lavages successifs par immersion dans de l’eau. Les 
plaques sont séchées 12h à RT. Le colorant est dissout par une solution de sodium citrate 
(50% éthanol). La lecture de l’absorbance s’effectue à 540 nm. Le cristal violet colore les 
protéines, et l’absorbance est proportionnelle au nombre de cellules par unité de surface. La 
même opération est répétée toutes les 24h. Les différentes dilutions présentes à un temps t sur 
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une même plaque permettent de rapporter l’activité métabolique (Wst1) au nombre de cellules 
(cristal violet). Et le suivi au cours du temps du nombre de cellules (cristal violet) pour une 
même dilution permet d’obtenir une courbe de croissance. Chaque valeur est une moyenne sur 
6 puits, et l’expérience a été répétée trois fois. 
Transfections 
Les transfections des siRNA et des cDNA dans les lignées cellulaires sont réalisées avec la 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen), suivant le protocole du manufacturer. Lors des transfections 
de siRNA un mélange équimolaire des 3 siRNA suivants est utilisé :  
SiRNA n°1 : 5’gCAgCAgCAACUUCUCAAU(dTdT)3’ 
SiRNA n°2 : 5’gCAACAgUCCAAgCUCAAA(dTdT)3’ 
SiRNA n°3 : 5’gAAgUUgCUCCAUUUgUCC(dTdT)3’ 
Les CPO ont été transfectées à l’aide du kit Amaxa Rat oligodendrocyte NucleofectorTM 
suivant le protocole du manufacturer. Pour inhiber MSBP le siRNA n°3 est utilisé. 
 
Préparation de l’extrait de mitochondries brutes 
Des cellules cultivées à 90% de confluence dans des boites de 10ml sont lysées dans le 
tampon suivant : 0,28 M sucrose ; Tris 10 mM pH 7.4 ; 0.5 mM EDTA ou 0.3 mM CaCl2. 
Les cellules sont brisées de façon mécanique par le passage répété dans une seringue (22g) 
pendant 10 minutes à 4° C. La suspension est centrifugée à 1200 g pendant 5 minutes pour 
éliminer les noyaux et les cellules non lysées dans le culot (N). Le surnageant est centrifugé à 
11000 g pendant 10 minutes. Le culot contient les mitochondries (M), le surnageant contient 
le cytosol et les membranes plasmiques (C). 
Digestion tryptique des mitochondries brutes 
Des mitochondries brutes (140 µg de protéines) sont incubées dans 200 µl de  PBS avec 2.5 
µg de trypsine à 37°C pour des durées variables. La digestion est stoppée par l’addition de 20 
µl d’un tampon Laemli complété par du pfabloc. 5µl de chaque échantillon sont séparés par 
SDS-PAGE et analysés par Western Blot. 
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Extractions différentielles 
Des mitochondries brutes (140 µg de protéines) sont incubées à 4°C dans différents tampons : 
à fortes concentrations de sel (Na2Cl2, 1M), à pH basique (Na2CO3, pH 11,5), ou contrôle 
(40 mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl). Les mitochondries sont resuspendues pendant 10 min à 
la pipette, puis centrifugées à 11000 g pendant 10 minutes. Le culot et le surnageant sont 
séparés par SDS-PAGE et analysés par Western Blot. 
Fractions submitochondriales 
Des mitochondries brutes sont suspendues dans 1.45 ml d’un tampon hypotonique : 10 mM 
Hepes/KOH ; pH 7.4 ; 0.5 mM EDTA. Après 30 minutes d’incubation sur la glace, 0.55 ml de 
sucrose 55% (poids/volume) sont ajoutés, et les mitochondries incubées 15 minutes 
supplémentaires sur la glace. Après sonnication (4x1 min), les mitochondries intactes sont 
éliminées par une centrifugation (15,000 x g, 10 min(14,000 rpm)). Le surnageant est 
centrifugé à 200,000 x g (55,000 rpm) à 4°C pendant 60 min. Le culot est suspendu dans 60 
µl de tampon (10 mM Hepes/KOH, pH 7.4, 10 mM KCl). Après une centrifugation de 
clarification (15,000 x g, 10 min (14,000 rpm)), le surnageant est déposé sur un gradient 
discontinu de sucrose  constitué de 280 µl 55%, 1020 µl 46%, 460 µl 38%, 280 µl 29 % 
(poids/volume) sucrose dans 10 mM Hepes/KOH ; pH 7.4 ; 10 mM KCl. Après centrifugation 
(100,000g, 6h, 4°C), des fractions de 140 µl sont collectées du fond du tube vers la surface. 
Crosslinking sur mitochondries 
12 boites de cellules U373 sont lysées dans 20 ml de tampon Hepes 20 mM pH 7.4, sucrose 
0.28 M. Les cellules sont brisées mécaniquement par 20 passages dans une seringue, puis 
centrifugées  à 3000 g. Le surnageant est ensuite centrifugé à 17000 g, le culot 
(mitochondries) est repris dans 600 µl de tampon Hepes 20 mM pH 7.4, sucrose 0.28 M. Des 
aliquots de 150 µl sont produits et peuvent être supplémentés par : 0.4 mM CaCl2, 20 uM 
ZnCl, 16 µM S100B et incubés 20 min. Sont ensuite ajoutés 1.5 µl de crosslinker BS3 à 25 
mM et incubés pendant des temps variables. Pour l’analyse 10 µl sont déposés sur gel SDS-
PAGE. 
Interactions avec les billes S100B-sepharose 
Les protéines S100 et CaM recombinantes sont produites et purifiées comme décrit 
précédemment (Deloulme, 2000). Les billes S100B-sépharose sont préparées par la réaction 
de la S100B recombinante avec des billes CnBr-sépharose dans 20 mM Hepes pH 7,8 ; 
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0,5mM CaCl2. La réaction est stoppée par l’ajout d’un tampon Tris : 40 mM Tris pH 7,4 ; 
150mM Nac ; 0,3 % triton X100. Les billes contiennent 2 mg de protéines par ml. 
L’extrait de protéines à tester est incubé à 4°C pendant 10 min sous agitation dans 1,5 ml de 
tampon  d'interaction 40 mM Tris pH 7,4; 150 mM Nacl ; 10 µM ZnSO4 ; 0,3 mM CaCl2 ; 
0,3 % triton X100, avec 40 µl de billes  S100B-Sépharose préalablement équilibrées. Puis, les 
billes sont centrifugées et le surnageant éliminé. Les billes sont lavées deux fois, transférées 
dans un nouveau tube lors du dernier lavage, et bouillies dans 50 µl de tampon SDS. Dans le 
cas d’une interaction de la protéine MSBP radiomarquée avec les billes de S100B-sépharose, 
15 µl de lysat de réticulocyte contenant une production de MSBP marquée au 35S, sont ajoutés 
au tampon d’interaction à 4°C pendant 10 min. Une protéine recombinant peut être ajoutée à 
des concentrations variables comme compétiteur. 
PCR génomique 
Des cellules cultivées à 90 % de confluence dans des boîtes de 10 cm sont lysées dans 500µl 
(300 mM acétate de sodium, Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, SDS 1%), puis la 
protéinase K est ajoutée à 0,2 µg/µl, et le tout est incubé sous agitation à 37°C sur la nuit. 
Puis, 500 µl de phénol chloroforme est ajouté, le tube vigoureusement agité, centrifugé à 
15000 g pendant 5 min, la phase aqueuse prélevée pour un génotypage par PCR. Pour la PCR 
les amorces suivantes sont utilisées : 
FgenoNM_022834 CTGGACAGGAAGAGGGAGATGTCTG ; 
RgenoNM_022834  AAGGTGTCGGAGGCACAGCAATGAC 
5'genoFQ96A50 CGGAGGACAGCGGATGTTGGTGACT 
5'genoRQ96A50 TGAGGCCAGGAAGGAGGGAAGGGAT 
3'genoRQ96A50 CCAGCACTTTGGGAGGACAAAGGGG 
3'genoFQ96A50 AGGCCGAGATGGGCGGATCATGAAG 
3'genoFQ9BUK4 CCTGACTTCGTGATCTGCCCGCTTC 
3'genoRQ9BUK4 GCCCACAGGTGACATACTCAGTGG 
PgenoFQ9BUK4  GATGTGAACTGTCAGTCCTCTGAGC 
PgenoRQ9BUK4   CCGACTCTCTCCTTGATAGGAATGG 
5'2genoFQ9BUK4  CACCGTGTTAGCCAGGATGGTCTCG 
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5'2genoRQ9BUK4  ACCACCCTGGCCAAGGTGGTGAAAC 
FgenoQ8N852  TGGGACTCGGTGGTTGTGGGCTGAT   
RgenoQ8N852 GGACACAGCTGCAGAGCTGATTCCC 
FQ8N1Z5 GTCATGCCGGAAGATCGCACAGCTG 
RQ8N1Z5 TGACCTGTGACCGTCAGCCACTGAC 
Les températures respectives d’hybridation pour chaque couple d’amorces sont : 67, 71, 71, 
67, 67, 67, 71 °C. 300 ng de matrice sont utilisés pour 40 µl de réaction, 45 cycles sont 
effectués, la température d’élongation est de 72°C, la température de dénaturation 98°C 
Production de S100B ou NSBP en lysat de réticulocytes 
50 µl  de lysat de réticulocytes de lapin (TNT quick; Promega), système de transcription 
traduction eucaryote in vitro, est complété par 0,5 µl de plasmide à 1 mg/ml (comportant le 
gène d’intérêt sous promoteur T7), 2 µl du mélange (35S) méthionine/(35S) cystéine, puis est 
incubé 1h à 37°C. 
Bleu de Coomasie, Western Blot, Far Western 
Les protéines sont migrées dans un gel polyacrylamide SDS-Tris-Glycine. Soit le gel est 
coloré au bleu de Coomassie, soit les protéines sont transférées sur membrane de 
nitrocellulose. 
Western Blot : la membrane  de nitrocellulose est saturée pendant 30 minutes dans du TBS 
complété par 5% de lait, lavée dans du TTBS (TBS 0.2 % Tween), incubée pendant deux 
heures avec les anticorps primaires dans du TTBS complété par 1% de lait, lavée dans du 
TTBS trois fois 10 minutes ; incubée pendant 45 minutes avec les anticorps secondaires dans 
du TTBS complété par 1% de lait, lavée 4 fois 10 minutes. La révélation est effectuée à l’aide 
du réactif Western lightening (Perkin Elmer). 
Far Western : la membrane de nitrocellulose est saturée une heure dans 50 ml de tampon  de 
saturation 25 mM Hepes-KOH pH 7,7 ; 25 mM NaCl ;  BSA 3% ; DTT 20 mM ; NP40 0,05 
%. Puis la membrane est mise à hybrider sur la nuit  dans un tampon  d'hybridation 20 mM 
Hepes KOH pH 7,7 ; 75 mM KCl ; BSA 0,1% ; DTT 20 mM ; NP40 500 µl de 0,05 %, 
complété par 50 µl d'une production de S100B radiomarquée au 35S en lysat de réticulocytes. 
Les tampons d'hybridation et de saturation peuvent être supplémentés à 10 µM ZnSO4, 2mM 
MgCl2, 0,3mM CaCl2, 2mM EDTA, 2mM EGTA final. Les membranes sont ensuite isolées 
sous film plastique puis exposées sur la nuit pour autoradiographie.  
 - 154 - 
Test de Soft Agar 
Dans des puits de 35 mm de diamètre, 104 cellules sont suspendues dans 2 ml d’agar 0.35% 
(poids/volume) dilué dans du DMEM complété à 20% FCS (Fœtal Calf Serum) et déposé au 
dessus d’une couche d’agar 0.5% dilué dans du DMEM complété à 20% FCS. Les 
expériences sont faites en double, et les cellules cultivées pendant 8 jours. 
Test de clonogénécité 
Après transfection des cellules à t0, à t48h les cellules sont ensemencées à différentes 
dilutions, et soumises à une sélection G418 625µg/ml (Gibco –BRL). Après 12 jours les 
cellules sont fixées et colorées au cristal violet. Le nombre et la taille des clones sont 
analysés. 
Coimmunoprécipitation 
Les cellules sont cultivées à 80% de confluence dans trois boîtes de 10 cm, sont lavées dans 
du PBS, et lysées dans 4.5 ml du tampon 40 mM Tris pH 7.4 ; 150 mM NaCl ; 0.3% Triton 
X100. Après une centrifugation à 17000 g, 1.5 ml du surnageant sont incubés sous agitation 
douce 1h à 4°C avec 10 µg d’anticorps monoclonal S16 anti S100B et des protéines G-
sépharose. Les protéines immunoprécipitées sont lavées trois fois, séparées par un gel SDS-
PAGE, et révélées par Western Blot (WB). 
Immunofluorescence 
Les cellules sont incubées avec 500 nM de MitoTraker pendant 45 min à 37°C. 
Les cellules sont lavées dans du PBS (Phosphate Buffer Saline) et fixées dans du méthanol à -
20°C pendant 10 min, ou dans du PFA (ParaFormAldéhyde) à 37°C pendant 10 min. Les 
cellules fixées au PFA sont perméabilisées soit avec 0.3 % Triton X100 dans du TBS à RT, 
soit à 4°C, 10 min, avec de l’acétone préalablement refroidi à 20°C. Après lavage les cellules 
sont incubées 1h à RT dans du TBS complété par 10 % de sérum de chèvre, puis 2 heures 
avec l’anticorps primaire dans du TBS, lavées trois fois, incubées 45 min avec l’anticorps 
secondaire, lavées trois fois dix minutes et montées dans une solution de montage (Dako). 
Anticorps : 
Les anticorps N-ter et C-ter dirigés contre MSBP ont été obtenus par une immunisation de 
lapins à l’aide des peptides CLKAEGPGRGDEPSPS et RPAPKDKWSNFDPTGC. 
Cytochrome C (Calbiochem PC323) ; ATP Synthase, Anticorps monoclonal de souris, B 
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(Abcam ab5432-100) ; F1 ATP synthase, polyclonal de lapin,  a été fourni par le Dr Gérard 
Brandolin (1/3000 en WB) ; ANT1, polyclonal de lapin (1/1000 en WB) ; GMI130 (BD 
Transduction Laboratory 610822) ; IP3R-3 (BD Transduction Laboratories  610312) 
Clonages 
Les cDNA des gènes MSBP1 et MSBP2 clonés dans le vecteur pOTB7 nous ont été fournis 
par le consortium I.M.A.G.E. Les inserts ont été sous-clonés dans le vecteur pcDNA3.1(+) 
(Invitrogen) à l’aide des sites de restriction EcoRI et XhoI (Enzymes de restriction 
Fermentas). 
 
Les constructions 1-280 et 1-320 ont été amplifiées par PCR, sous-clonées dans le vecteur 
pGEM-Teasy (Promega), et clonées dans le vecteur pcDNA3.1 (Invitrogen) à l’aide des sites 
de restriction EcoRI et BamHI. Les amorces suivantes ont été utilisées pour l’amplification de 
l’insert : 
Construction 1-287 : 
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
RQ96A50_1-287 : GGATCCCCTCACTAGGGACGGCT 
Construction 1-320: 
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
RQ96A50_1-320: GGATCCTGGGACTGAGCACAAC 
 
Les constructions MSBP1-myc, MSBP2-myc et 392-myc ont été amplifiées par PCR, sous 
clonées dans le vecteur pGEM-Teasy (Promega), et clonées dans le vecteur pcDNA3.1/Myc-
HisA (Invitrogen) à l’aide des sites de restriction EcoRI et HindIII. Les amorces suivantes ont 
été utilisées pour l’amplification de l’insert : 
Construction MSBP1-myc: 
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
RQ96A50myc:CCTCGAGAACTCAATCCTCTTC 
Construction MSBP2-myc: 
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
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RQ96A50myc : AAAGCTTGGCAACAGGGGGTGCCC 
Construction 392-myc: 
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
FQ96A50\392-586 : GCCACCATGCACAAGCTCTT 
 
La construction 54-586myc a été obtenue à partir de la construction sauvage 1-586 clonée 
dans le vecteur pcDNA3.1/Myc-HisA, par une simple digestion des sites de restriction BstXI 
internes à la séquence codante et dans la partie 5’ du polylinker, purification et ligation du 
produit. 
 
Pour la construction WA, la lysine localisée dans le site de fixation des nucléotides Walker A, 
en position 358, a été remplacée par un glutamate, pour cela les deux jeux d’amorces suivants 
ont été utilisés  séparément:  
Amplification A : 
FwalkerA :CCAGGCACCGGGGAGACGCTGTTTG 
RQ96A50 blunt :CCGATCCAGGATGGGGAGGGCTCGTCCC 
Amplification B : 
RwalkerA :CAAACAGCGTCTcCCCGGTGCCTGG 
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
Puis lors d’une deuxième étape, les produits des amplifications A et B ont été purifiés, 
mélangés et une deuxième amplification a été réalisée avec les amorces suivantes : 
RQ96A50 blunt :CCGATCCAGGATGGGGAGGGCTCGTCCC 
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
 
Les constructions 1-193, 1-216, 1-231, 1-251, 1-272 ont été clonées dans le vecteur pGEM-
Teasy (Promega), et leur orientation contrôlée à l’aide de l’enzyme de restriction PstI. Pour 
les amplifications PCR les amorces suivantes ont été utilisées : 
Construction 1-251 : 
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FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
RQ96A50_1-251 :AGCGGCCGCTTACGTGGCTGTCACTTTGTC 
Construction 1-231 : 
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
Q96A50_1-231 :AGCGGCCGCTTAGCCAGCCGTCCTGATGGA 
Construction 1-216 : 
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
Q96A50_1-216 :AGCGGCCGCTTACGCCTTCAGGCGGATCTG 
Construction 1-193 : 
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG 
RQ96A50 1-193 :CGCCCGGGCCTCGGCCTCCACTCG 
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Résumé 
 
Identification et caractérisation comme cible de la S100B d’une 
protéine impliquée dans la distribution subcellulaire des 
mitochondries  
Les mitochondries appartiennent à un réseau dynamique et doivent être positionnées de 
manière stratégique dans la cellule. 15 % des mitochondries sont en contact étroit avec le 
réticulum endoplasmique (RE), et il a été proposé que la calciprotéine S100B régule les 
interactions entre le RE et les mitochondries. Cependant, une localisation perimitochondriale 
de la S100B n’a jamais été montrée, ni sa cible mitochondriale identifiée. Après avoir montré 
dans les cellules progénitrices oligodendrogliales (CPO) que la S100B interagit avec les 
mitochondries, nous avons identifié par une approche de Far Western une protéine comme 
cible de la S100B. Aucune étude préalable ne porte sur la fonction de cette protéine, qui par 
ailleurs appartient à la famille AAA (Atpases Associées à des Activités variées). Nous l’avons 
nommée MSBP pour « Mitochondria S100B Binding Protein ». MSBP est transmembranaire, 
localisée aux sites de contacts entre les membranes internes et externes des mitochondries, le 
domaine N-terminal exposé côté cytosolique, et la boîte ATPase du côté C-terminal protégée 
à l’intérieur de la mitochondrie. Comparée aux autres membres de la famille S100, la S100B 
interagit de façon spécifique avec la protéine MSBP, dont elle inhibe de manière dépendante 
du calcium l’oligomérisation. Dans les CPO, il avait été montré que l’invalidation de la 
S100B induit un ralentissement de leur différenciation. Nous montrons ici que la diminution 
de l’expression de sa cible MSBP par une approche siRNA a un effet similaire.  
La fonction cellulaire de MSBP a été analysée plus en détail dans la lignée cellulaire gliale 
U373, l’invalidation de l’expression de la protéine MSBP par siRNA et l’inhibition de son 
activité ATPase par une mutation ponctuelle ont des effets opposés sur la distribution des 
mitochondries : la protéine MSBP est nécessaire à l’ancrage des mitochondries à un pôle du 
noyau, tandis que son activité ATPase permet la libération des mitochondries de ce centre 
organisateur périnucléaire. L’invalidation de l’expression de la protéine MSBP, outre la 
dispersion des mitochondries vers la périphérie, s’accompagne d’une diminution des 
interactions entre le RE et les mitochondries et d’une diminution des transferts de 
phosphatidylserine (PS) qui nécessitent une interaction entre ces organelles. 
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Expression des protéines MSBP dans les gliomes 
Les gènes codant pour les protéines MSBP1 et MSBP2 sont localisés à l’extrémité distale du 
chromosome 1 au locus 1p36, qui se caractérise par une perte d’hétérozygotie dans les 
oligodendrogliomes. Nous montrons que l’expression de la protéine MSBP2 pourrait être 
utilisée comme un marqueur pour différencier les glioblastomes des oligodendrogliomes : 
alors que la protéines MSBP2 est détectée dans les glioblastomes, elle ne l’est pas dans les 
oligodendrogliomes. D’autre part, dans la lignée cellulaire HS683 dérivée d’un 
oligodendrogliome, l’absence d’expression de la protéine MSBP2 résulte d’une délétion 
homozygote qui tronque la partie 5’ du gène codant pour MSBP2. L’étendue de cette délétion 
homozygote recouvre une région très restreinte, et ne concerne que deux gènes, dont  le gène 
codant MSBP2. Bien plus, dans la lignée U373, l’inhibition de l’expression des gènes MSBP 
par siRNA favorise la prolifération, et la croissance indépendante de l’ancrage en Soft agar, 
tandis que leur surexpression se caractérise par un effet opposé. Ces résultats suggèrent que 
l’invalidation du gène MSBP2 pourrait participer à la transformation cellulaire et favoriser 
ainsi le développement des oligodendrogliomes. 
 
 
